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RESUMO

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, € uma
zoonose, de transmisséo vetorial, causada pelo protozoario Leishmania chagasi.
Esta doenca, anteriormente descrita como rural vem passando por um processo
de urbanizacdo. Em 2008, foram diagnosticados no municipio de Juiz de Fora, os
primeiros casos considerados autoctones de leishmaniose visceral canina (LVC) e
estudos sobre epidemias urbanas da LV tém indicado que a LVC vem precedendo
a infec¢cdo humana, visto que os caes sdo 0s principais reservatérios domésticos.
Assim, o presente estudo teve como objetivo pesquisar a infeccdo de LVC no
municipio de Juiz de Fora, bem como avaliar os fatores de risco associados a
doenca. O trabalho foi realizado com animais do canil municipal e ONGs e a partir
do soro destes foram realizadas trés técnicas sorologicas: o imunocromatografico
“TR DPP® e ELISA (“EIE-Leishmaniose visceral canina®), ambos fornecidos pela
FIOCRUZ/Bio-Manguinhos e ELISA in house. A amostra totalizou 781 animais e a
prevaléncia da LVC variou de acordo com a técnica empregada: o teste DPP
apresentou soropositividade de 4,87% (IC 95% de 3,5-6,7%); o ELISA Bio-
Manguinhos de 2,18% (IC 95% de 1,3-3,5%) e ELISA in house de 13,73% (IC
10,8-17,3%). Em relacao a variabilidade observada entre as técnicas, vale a pena
destacar que as mesmas apresentam antigenos diferentes e isto pode refletir nos
resultados. A amostra foi composta, em sua maioria por fémeas adultas, sem raca
definida, porte médio e pelo curto. Na analise univariada, utilizando-se o ELISA
Bio-Manguinhos como confirmatério para a LVC, foi observada associacéo
estatistica (p< 0,05; IC 95%) com sintomatologia clinica segundo Quinnell et al.
2003, origem dos animais (canil municipal) e grupo racial; além disto, houve
sugestdo de associacdo com sexo masculino e porte médio/grande dos animais.
Na analise multivariada, o fato de ser procedente do canil e sintomatologia clinica
mantiveram associadas ao desfecho, sendo também sugestiva o sexo masculino.
Este foi o primeiro inquérito da LVC no municipio de Juiz de Fora e a presenca da

doenca relatada neste trabalho, reforca a idéia de que a leishmaniose estd em



processo de expansao e urbanizagdo no Brasil, apontando a necessidade de

vigilancia epidemioldgica ativa.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose visceral canina. Diagndstico soroldgico.

Imunocromatografico DPP. ELISA. Brasil.



ABSTRACT

In Brazil, the visceral leishmaniasis (LV), also known as calazar, is a zoonotic
disease, with vector transmission caused by the Leishmania chagasi protozoan.
This disease, before described as rural is going through a process of urbanization.
In 2008, were diagnosed in Juiz de Fora municipality, the first cases considered
autochthones of canine visceral leishmaniasis (CVL) and research about urban
epidemic of LV has showed that the CVL is preceding the human infection, since
that the dogs are the main domestic reservoirs. Then, the present study aimed to
investigate the CVL infection in Juiz de Fora, as well as to value the risk factors
associated to the disease. This work was done with the animals of the public kennel
and ONGs and with the serum were realized three serological techniques: the
immunochomatographic “TR DPP® and ELISA (EIE-leishmaniose visceral
canine®), both given by FIOCRUZ/BIO-MANGUINHOS and ELISA in house. The
samples totalized 781 animals and the prevalence of CVL varied according with the
technique used: the test DPP showed soropositivity of 4.87% (IC 95% of 3.5-6.7%);
the ELISA Bio-Manguinhos of 2.18% (IC 95% of 1.3-3.5%) and ELISA in house of
13.73% (IC 10.8-17.3%). In relation to variability observed among the techniques,
as worth pointing out that same showed different antigens and this can reflect in the
results. The samples were compound in majority by adult females, without definite
race, medium-sized and short hair. In the univarious analysis using the ELISA Bio-
Manguinhos as confirmatory for the CVL, was observed statistic association
(p<0.05; IC 95%) with clinic sintomatology according by Quinnell et al. (2003), origin
of animals (public kennel) and racial group; and also, there was suggestion of the
association with masculine sex and medium/big port animals. In the multivarious
analysis, the fact of being precedent from the kennell and clinic sintomatology kept
associated to the result, being suggestive the masculine sex. This was the first
enquiry of CVL in Juiz de Fora municipality and presence of the disease showed in
this research, reinforce the idea that the leishmaniasis is in the process of
expansion and urbanization in Brazil, pointing out necessity of an active

epidemiologic vigilance.

KEY-WORDS: Canine visceral leishmaniasis. Serological diagnosis.

Immunocromatographic DPP. ELISA. Brazil.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses apresentam destacada importdncia na saude publica
mundial. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) existem cerca de 12
milhdes de individuos infectados distribuidos em 98 paises de quatro
continentes, sendo que 350 milhdes de pessoas vivem em areas de risco.
Estima-se que 1,5-2 milhdes de pessoas desenvolvam a doencga anualmente
(WHO, 2010).

As leishmanioses sdo doencas causadas por varias espécies de
protozoarios do género Leishmania (BRASIL, 2011; WHO, 2012a). Os
transmissores destas doencas sdo conhecidos por flebotomineos dos géneros
Lutzomyia, em paises do Novo Mundo e Phebotomus, no Velho Mundo
(GRIMALDI & TESH, 1993; DESJEUX, 1996).

Estas doencas apresentam manifestacdes clinicas variadas em funcéo
da diversidade e complexidade biologica do protozoario Leishmania sp. A OMS
classifica as leishmanioses clinicamente nas formas cutédnea, muco cutanea e
visceral (sinonimia de calazar), sendo esta Ultima considerada a mais grave
(WHO, 2010).

Segundo Monteiro et al., 2005, séo originarios do Brasil 90% dos casos
de leishmanioses das Ameéricas. No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) é
considerada uma zoonose de transmissdo vetorial, tendo como agente
etiolégico o protozoério L. (L) chagasi (CUNHA & CHAGAS, 1937; MS, 2005).
Segundo alguns autores, L. chagasi € sinonimia da Leishmania infantum
(DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006; MARZOCHI et al., 2009;
ROMERO & BOELAERT, 2010)

Raposas e marsupiais sdo reservatérios importantes para manutengao
do ciclo da LV no ambiente silvestre, porém, no ambiente doméstico e
peridoméstico o cdo (Canis familiaris) é considerado a principal fonte de
infeccdo (DEANE, 1956; MS, 2005). As analises bioldgicas e moleculares de

amostras de L. infantum claramente demonstram similaridades entre o0s



parasitos isolados de cédes e humanos (SILVA et al., 2008; MARZOCHI et al.,
2009). Segundo Dantas—Torres & Brandao-Filho (2006), os caes preenchem
as condi¢cdes necessarias para serem reservatorios da L. chagasi, por serem
altamente susceptiveis a infeccdo, por apresentarem intenso parasitismo
cutaneo e também pelo seu convivio junto ao homem.

No cédo, a LV é marcada pelo pleomorfismo de sinais e certamente
influenciada por fatores relacionados a resposta imunolégica do animal, por
fatores intrinsecos do parasito e pela carga parasitaria inoculada (MS, 2005;
SILVA, 2005; SILVA et al., 2005; REIS et al., 2006, SOLANO-GALLEGO et al.,
2011; PALATINIK-DE-SOUZA, 2012). A leishmaniose visceral canina (LVC)
apresenta evolugdo lenta e inicio insidioso. E uma doencga sistémica grave e
suas manifestacbes clinicas dependem do tipo de resposta imunoldgica
expressa pelo animal infectado. O quadro clinico varia do aparente estado
sadio a um grave estagio final (MS, 2006).

O diagnostico da LVC representa um problema para os servicos de
saude pdublica. Isto se deve principalmente a trés fatores: (1) grande
porcentagem de cdes assintomaticos ou oligossintomaticos existentes e a
semelhanca com outras enfermidades infecto-contagiosas que acometem os
cées; (2) existéncia de alteracbes histopatologicas inespecificas; (3)
inexisténcia de um teste 100% especifico e sensivel. O diagnostico laboratorial
da doenca canina € semelhante ao realizado na doenca humana, podendo ser
baseado no exame parasitologico ou sorolégico (MS, 2006).

E importante ressaltar que desde o inicio de 1980, a LV no Brasil,
historicamente relatada como uma doenca rural tem aparecido em diversos
centros urbanos no norte e, mais recentemente no sul, sudeste e oeste do pais
(GENARO et al., 1990; SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997; SILVA et al., 2008;
ROMERO & BOELAERT, 2010; HARHAY et al., 2011). O Ministério da Saude
relata como um fator responsavel pela expansdo da doenca a incapacidade
operacional para a realizacdo de inquéritos censitarios a fim de se identificar os
municipios silenciosos, ou seja, sem a ocorréncia de casos humanos ou
caninos da doenca (MS, 2005).

No Brasil, apesar da implementacdo do Programa de Controle da
Leishmaniose visceral (PCLV), a incidéncia e letalidade da doenca ndo foram

reduzidas a niveis aceitaveis, tem ocorrido aumento da prevaléncia e



mudancas no perfil epidemiolégico de transmissdo (MS, 2005; DANTAS-
TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006).

Tendo em vista a expansédo da LV e as dificuldades no controle da
doenca, a metodologia proposta pelo Ministério da Saude para a vigilancia e
adocao de medidas do programa de controle da doenca, baseia-se em uma
melhor definicdo das &reas de transmissao ou de risco (MS, 2005).

O presente trabalho contempla o que preconiza o Ministério da Saude,
no sentido de se estimar a prevaléncia da LVC no municipio de Juiz de Fora. O
primeiro caso autoctone de LVC na cidade data do ano de 2008; anteriormente,
0s raros casos diagnosticados no municipio eram provenientes de animais
oriundos de outras cidades. Atualmente, s&o diagnosticados casos
esporadicos de animais nascidos no municipio, porém ndo se tem uma
estimativa da prevaléncia da doenca nos cées (Secretaria Municipal de Saude-
informacé&o pessoal).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico e epidemiologia

Em meados de 1900 a 1903, foi descoberto por Leishman e Donavan
um parasito ovalado em macréfago de baco de pacientes da india, através de
esfregaco sanguineo corado por Giemsa. Wright, em 1903, descreveu o
primeiro caso de infecgdo por Leishmania tropica. Rogers, em 1904, cultivou
células de bago de paciente com LV e obteve, pela primeira vez, formas
promastigotas de Leishmania (CABRERA, 1999).

A suspeicdo de que os responsaveis pela transmissdo da doenca no
Oriente seriam dipteros do género Phebotomus foi feita por Presat, em 1905
(CABRERA, 1999). Logo em seguida, foi realizado o primeiro diagnostico de
um cao infectado por Leishmania, ocorrido na Tunisia, em 1908, sendo feito por
Nicolle e Comte (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; ASHFORD et al., 1998).

No Brasil, o primeiro caso de LV humana foi descrito por Migone em
1913. Aconteceu com um imigrante italiano que viveu em Santos, adoeceu em
viagem ao Mato Grosso e foi diagnosticado no Paraguai (ALENCAR, 1977). Em
seguida, Penna, comprova parasitologicamente, em 1934, 41 casos de LV
através de amostras de visceras retiradas de 40000 pacientes para diagnostico
de febre amarela, sendo estes oriundos de varios estados do Brasil.

As primeiras observacoes feitas no Brasil sobre a LVC foram realizadas
em 1937 por Chagas, na regido Norte. No entanto, a doenca sé foi
caracterizada em 1956, quando estudada por Deane, em area endémica do
Ceara (CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA, 2012). Deane & Mangabeira (1954)
apontaram o fleb6étomo Lutzomyia longipalpis como o vetor de LV e em 1957
propuseram o uso de DDT no controle do inseto (CABRERA, 1999).

O numero total de novos casos humanos de LV no mundo é estimado
em cerca de 500 mil, ocorrendo 50 mil Obitos a cada ano, sendo que
Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal e Suddo representam

aproximadamente 90% de casos estimados da doenca. Em Bangladesh, india
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e Nepal ocorrem 67% dos casos de LV humana (CHAPPUIS et al., 2007; WHO,
2010).

Desde a década de 1980, um numero crescente de casos de LVH tem
sido relatado em metropoles brasileiras, com 94% dos casos registrados na
regido nordeste, sendo este percentual reduzido para 89% nos anos de 90. Na
década de 2000, com o avanc¢o da urbanizacédo da doenca, as regiées norte e
sudeste apresentaram 37% dos casos e a regido centro-oeste 7%. Em 2009,
foi confirmado o primeiro caso autéctone na regido Sul, no estado do Rio
Grande do Sul (BRASIL, 2010).

Baseando-se nos ultimos dados do MS disponiveis no SINAN-NET, entre
o periodo de 2007 a 2012, foram confirmados 22.642 casos de LVH no Brasil,
apresentando meédia anual de 3774 casos. No mesmo periodo, foram
registrados 139.436 casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA),
apresentando meédia anual de 23.239 casos.

Em relacdo a LVC, a prevaléncia € bastante variada e alguns exemplos
em diferentes localidades brasileiras estéao citados no Quadro 1.

Quadro 1- Exemplos de prevaléncias da LVC em localidades brasileiras.

Localidade/Estado Numero de | Prevaléncia | Referéncia

animais

estudados
Cuiabad/MT 468 3,40% Almeida (2009)
Belo Horizonte/MG 1443 15,9% Vital (2011)
Governador Valadares/ 16.529 30,20% | Barata et al., (2013)
MG
Araguaina/TO 111 54,95% | Morais et al., (2013)
Bom Sucesso/MG 734 2,98% Silva & Santa-Rosa

(2005)
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Bonito/MS 30% Andrade et al., (2009)
303

Montes Claros/MG 46.337 6,3% Prado et al., (2009)

Fortaleza/CE 1381 24,04% | London (2007)

Macei6/AL 425 1,9% Martins (2008)

Sao Vicente Férrer/PE 41 29,3% Dantas-Torres (2009)

Camacari-BA/Lauro de 381 14,96% | Julido (2004)

Freitas/BA

2.2 Agente etioldgico e taxonomia

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo protozoarios
tripanossomatideos da Ordem Kinetoplastida, que apresentam uma estrutura
de DNA caracteristica associada a mitocondria, denominada cinetoplasto ou
KDNA (BATES & ASFORD, 2006; LAINSON & SHAW, 2006).

O protozoario possui um ciclo heteroxénico, necessitando de um
hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. Em ambos os hospedeiros, o
parasito pode apresentar formas evolutivas do tipo amastigota e promastigota
(SILVA-LOPEZ, 2010), ilustradas na figura 1 (A e B). A forma amastigota
(Figura A) ndo apresenta flagelo livre, possuindo dimensdes de 2,5 - 5,0 X 1,5
— 2,0 um, podendo ser ovéide ou fusiforme. Apresenta cinetoplasto adjacente
ao nucleo, onde € encontrado o DNA mitocondrial. E encontrada nos tecidos
dos hospedeiros vertebrados, dentro de macrofagos ou livres apdés o
rompimento destas células. A forma promastigota (Figura B) apresenta
dimensdes variadas, possui flagelo longo, nucleo arredondado ou oval, estando
presente no tubo digestivo do inseto vetor. Nesta forma, o cinetoplasto fica
localizado na regido anterior do parasito, proximo ao flagelo (LIRA, 2005;
COLOMBO, 2012).
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Figura 1 — A: Formas amastigotas de Leishmania chagasi. Fonte: NUPEP/ICB/UFJF. B: Formas
promastigotas de Leishmania spp. Fonte: FIOCRUZ.

O género Leishmania é dividido em dois subgéneros, de acordo com o
desenvolvimento no intestino do vetor: Leishmania e Viannia (LAINSON et al.,
1979). O subgénero Leishmania engloba varias espécies, entre as quais
duas que levam a ocorréncia da forma visceral da doenga: Leishmania
(Leishmania) infantum, zoonose que ocorre na Europa, no norte da Africa e na
América Latina, e Leishmania (Leishmania) donovani, antroponose endémica
no Leste da Africa e india (CHAPPUIS et al., 2006).

No Brasil, a LV € causada pela Leishmania (Leishmania) chagasi,
considerada similar a Leishmania (Leishmania) infantum e apresenta carater

zoonotico (CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA, 2012).



Segue abaixo posicéo taxonémica do agente etiologico da LV:
Posicao Taxondmica do Agente Etioldgico da LV Leishmania (Leishmania)

chagasi (CUNHA & CHAGAS, 1937)
Reino: Protista Haeckel, 1866
Sub-reino: Protozoa Goldfuss, 1817
Filo: Sarcomastigophora Honigberg & Balamurth, 1963
Sub-filo: Mastigophora Deising, 1866
Classe: Zoomastigophorea Calkins, 1909
Ordem: Kinetoplastida Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976
Sub-ordem: Trypanosomatina Kent, 1880
Familia: Trypanosomatidae Dofein, 1901, emend. Grobben 1905
Género: Leishmania Ross, 1903
Sub-género: Leishmania Saf'yanova, 1982
Espécie: chagasi Cunha & Chagas, 1937
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As espécies de L. chagasi e L. infantum desenvolvem a mesma

sintomatologia clinica nos seus hospedeiros, apesar de estarem separadas

geograficamente. Porém, estudos comparativos das duas espécies atravées de

métodos enzimaticos e genéticos demonstraram que L. chagasi é sinonimia de
L. infantum (GRIMALDI JR. & TESH, 1993). Segundo Mauricio et al., (2000) um

estudo com os métodos de amplificacdo randomizado de DNA polimorfico

utilizando a proteina de superficie gp63 e a hibridizacdo da ponta Lmet 9 do

DNA demonstrou que as duas espécies nao sao distintas, entdo, seriam uma

Unica espécie de L. infantum.

2.3 Vetor

Os vetores da LV, genericamente denominados de flebotomineos

(Figura 2), sdo da Ordem Diptera, familia Psychodidae e género Phlebotomus

no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo, existindo cerca de 30 espécies
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responsaveis pela transmissdo da doenca no mundo (DESJEUX, 1996;
STRAUSS-AYLI & BANETH, 2000).

No Brasil, duas espécies até o momento, estdo relacionadas com a
transmissdo da doenca, Lutz. longipalpis e Lutz. cruzi. A primeira espécie é
considerada a principal transmissora da Leishmania chagasi em nosso pais e,
recentemente Lutz. cruzi foi incriminado como vetor no estado do Mato Grosso
do Sul (MS, 2006). Alguns autores relatam outros flebotomineos encontrados
infectados por L. infantum, dentre estes: Lutz. almerioi, Lutz. neivai e Lutz.
saelesi (SAVANI et al., 2009; SARAIVA et al., 2009). Estas espécies ainda ndo

séo consideradas vetores de Leishmania spp.

Figura 2- Flebotomineos realizando repasto sanguineo em humanos. Fonte A:
<https://www.vectorbase.org/organisms/lutzomyia-longipalpis> Fonte B:
<http://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmaniose>.

Os vetores da LV sdo conhecidos popularmente como “mosquito palha,
tatuquiras, birigui,” entre outros. Esses insetos sdao pequenos, medem de 1 a 3
mm de comprimento, possuem o corpo revestido por pelos e sdo de coloracao
clara (castanho-claro ou cor de palha). Sdo facilmente reconheciveis pelo seu
comportamento, ao voar em pequenos saltos e pousar com as asas
entreabertas. Esses insetos na fase adulta estdo adaptados a diversos
ambientes, porém na fase larvaria desenvolvem-se em ambientes terrestres

umidos, ricos em matéria organica e de baixa Iluminosidade. O


https://www.vectorbase.org/organisms/lutzomyia-longipalpis
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmaniose
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desenvolvimento do ovo ao inseto adulto ocorre num periodo de
aproximadamente 30 a 40 dias, variando em funcdo da temperatura. As fémeas
sdo hematdfagas obrigatérias, vivendo 20 dias, em média. A atividade dos
flebotomineos € crepuscular e noturna, durante o dia repousam em locais
sombreados e umidos, protegidos dos ventos e predadores naturais (MS,
2006).

A distribuicdo geogréfica do Lutz. longipalpis € ampla no Brasil e parece
estar em expansao. Esta espécie € encontrada em quatro das cinco regides
geogréficas: norte, nordeste, sudeste e centro-oeste. Ao final da década de 80,
verificou-se a adaptacdo deste vetor aos ambientes urbanos em periferias de
grandes centros, principalmente na regido sudeste, podendo ser encontrados
no peridomicilio, em galinheiros, chiqueiros, canis e paidis, entre outros
ambientes e também no intradomicilio. Em areas urbanas, o cdo parece ser a
principal fonte de alimentagdo no ambiente doméstico (MS, 2006); porém,
varios estudos demonstraram que outros animais, como galinhas, roedores e
cavalos, podem ser fonte de alimentacéao para vetores da LV (MORENO et al.,
2002; DIAS et al., 2003). Ha indicios de que o periodo de maior transmissao de
leishmaniose visceral ocorra durante e logo apos a estacédo chuvosa, quando

h& um aumento da densidade populacional do inseto (MS, 2006).

2.4 Ciclo biolégico e mecanismos de transmissao

O ciclo biologico (figura 3) é do tipo heteroxénico, envolvendo dois
hospedeiros: vertebrados, representados por varios mamiferos, incluindo o
homem e, os invertebrados, genericamente denominados de flebotomineos. A
infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o0 sangue de
mamiferos infectados ingerem macrofagos parasitados por formas amastigotas
da Leishmania. No trato digestivo anterior do vetor ocorre o rompimento dos
macrofagos e a liberacdo das formas amastigotas. Estas, diferenciam-se
rapidamente em formas flageladas denominadas de promastigotas, que
reproduzem-se por processos sucessivos de divisao binéria. As formas

promastigotas transformam-se em paramastigotas, as quais colonizam o
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esb6fago e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo
flagelo, quando se diferenciam em formas infectantes — promastigotas
metaciclicas. O ciclo do parasito no inseto se completa em torno de 72 horas.
Apés este periodo, as fémeas infectantes ao realizarem um novo repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado liberam as formas promastigotas
metaciclicas juntamente com a saliva do inseto. Na epiderme do hospedeiro,
estas formas sao fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitério,
principalmente macrofagos. No interior destas células, em um vacuolo
denominado de parasitoforo, diferenciam-se em amastigotas, as quais
multiplicam-se intensamente até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a
liberacdo destas formas que sdo fagocitadas por novos macréfagos, num
processo continuo, ocorrendo entdo, a disseminacao hematogénica para outros
tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos,

figado, baco e medula 6ssea (MS, 2006).

Fletx.)tom-mé(; mlectado
com formas promastigotas

Hospedeiro humano
infectado com formas

amastigotas de
Leishmania chagasi

Figura 3 — Ciclo de vida da Leishmania chagasi - agente etioldgico da leishmaniose visceral —
ciclo doméstico e silvestre. Fonte: adaptado de STRAUSS-AYAL & BANETH, 2000.
Embora a transmissédo natural de L. chagasi ocorra principalmente pela

picada de fémeas de flebotomineos da espécie Lutz. longipalpis, outros
mecanismos de transmissdo provavelmente estejam envolvidos na

epidemiologia da LVC. Este fato se justifica devido a baixa taxa de infecgéo
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natural por L. infantum no vetor biolégico, ndo excedendo, em sua maioria,
0,5%, assim como em razdo da alta prevaléncia de céaes infectados,
encontrados principalmente no Brasil. Além disso, em algumas areas
endémicas, o Lutz. longipalpis ndo € encontrado ( MONTOYA-LERMA et al.,
2003; ROMERO & BOELAERT, 2010)

Existem algumas é&reas, onde a LVC é endémica ou tem sido
esporadicamente relatada, porém poucos casos humanos sao notificados e/ou
a presenca do vetor primario ndo tem sido confirmada (DANTAS-TORRES et
al., 2005; CARVALHO et al., 2007). Abre-se discussao sobre a participacao de
outras espécies de flebotomineos no ciclo da doenca ou até mesmo a
existéncia de formas secundarias de transmissdo. Varios trabalhos tém
sugerido a participacdo de outros vetores e outras formas de transmisséo de
LVC: pulgas e carrapatos (COUTINHO et al., 2005; COUTINHO & LINARDI,
2007; COLOMBO, 2012). Entretanto, o carrapato Riphicephalus sanguineus e a
pulga Ctenocephalides felis felis dificiimente poderiam ser considerados
vetores bioldgicos pela dificuldade de transmitir o parasito por meio da picada.
Contudo, de acordo com estudos realizados até 0 momento, estes podem estar
atuando como vetores mecanicos da doenca (CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA,
2012).

N&o existe comprovacao de transmissao direta de um animal para outro,
de animais para pessoas ou de pessoas para outras (CAMARGO-NEVES et al.,
2006). Outras formas de transmissdo também s&o sugeridas: transmissao
venérea (SILVA et al., 2009; CARVALHO et al., 2010), transfusdo sanguinea
(OWENS et al.,, 2001; FREITAS et al.,, 2006), transmissao transplacentaria
(SILVA et al., 2009), ingestdo de visceras contaminadas e por mordeduras
(SHERLOCK, 1964).
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2.5 Reservatorios da leishmaniose visceral

Na area urbana, o cdo (Canis familiaris) é a principal fonte de infeccéo
da LV. No ambiente silvestre os reservatorios sdo as raposas (Dusicyon vetulus
e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albentris) (MS, 2006). A figura 4

(A e B) mostra os principais reservatorios da LV no ambiente silvestre.

Figura 4 — Gamba e raposa, reservatérios silvestres da LV. Fonte A: do autor, fotografado no
Parque do Museu Mariano Procopio—-Juiz de Fora. Fonte B:<
http://leishmaniose.weebly.com/reservatoacuterio.html>

E interessante também acrescentar que Silva et al., (2010) em Belo
Horizonte, relataram o primeiro caso, no Brasil, de infec¢do do Lutz. longipalpis
adquirida em um gato com LV. O felino apresentava sinais clinicos compativeis
com a doenca. O animal apresentou-se reativo em dois testes sorologicos
(ELISA e RIFI) e teve resultado positivo em PCR especifico para L. infantum
em aspirado de medula 0ssea. A capacidade de infeccdo do Lutz. longipalpis
foi confirmada por xenodiagndéstico, sendo encontradas formas promastigotas
de L. infantum em 13,1% dos insetos dessecados.

Atualmente sabe-se que gatos domeésticos podem ser infectados por L.
infantum em areas endémicas para LV e LVC, e que esta infeccdo pode se
traduzir em doenca clinica. Além disto, no caso da Leishmaniose Visceral

felina, postula-se que estes animais sejam capazes de transmitir o parasito


http://leishmaniose.weebly.com/reservatoacuterio.html
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para o hospedeiro invertebrado natural. Entretanto, em termos epidemioldgicos,
a literatura ndo suporta maiores conclusdes a respeito da participacado destes
animais no contexto de transmissédo da Leishmaniose visceral zoonética. Mais
estudos precisam ser conduzidos para determinar o real papel dos gatos na
epidemiologia da LV (CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA, 2012). Gramiccia &
Gradoni (2005) afirmam existir relatos de equideos domeésticos infectados por
Leishmania spp na América Latina e Europa, apresentando formas cutanea e
visceral da doenca, acrescentando que, caracteristicas proprias do sistema
imunoldgico destes animais e clinica apresentada demonstram resisténcia as
leishmanioses, sendo portanto, considerados hospedeiros acidentais e nao
reservatorios.

Outros animais, ndo associados usualmente com a LV, também foram
encontrados infectados. Carvalho (2005), por exemplo, detectou por PCR, DNA
de L. chagasi em amostra coletada do roedor silvestre Nectomys squamipes
(“rato da agua”), no estado de Pernambuco. Oliveira et al., (2005) pesquisaram
roedores sinantropicos e silvestres em Minas Gerais e encontraram animais
infectados por espécies dos complexos L. donovani; L. mexicana e L.
braziliensis, sendo pesquisados espécimes de Thrichomys opereoides;
Cerradomys subflavus e Rattus rattus (“rato de telhado”). Este ultimo roedor é
comumente encontrado em zona urbana e rural, sendo considerado um animal
sinantropico. Em Belo Horizonte- MG foram encontrados roedores infectados
simultaneamente por L. infantum e L. braziliensis. Cabe ressaltar que séo
espécies comumente encontradas em zona urbana, sendo considerados
animais sinantréopicos: Mus musculus (Camundongo) e Rattus rattus
(FERREIRA, 2010).

Mais estudos longitudinais sobre a ecologia de pequenos mamiferos sdo
necessarios, assim como a realizacdo de ensaios experimentais para avaliar a
infecciosidade de espécies encontradas naturalmente infectadas, para
espécies de flebotomineos que sdo vetores comprovados de Leishmania spp.
Tais investigacdes visam comprovar o papel desses hospedeiros como
provaveis reservatorios (CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA, 2012).

Segundo SILVA et al.,, (2005), apenas a deteccdo de DNA de
Leishmania numa espécie animal ndo é o suficiente para que o mesmo seja

considerado um reservatério da infecgcdo. A certeza de que tal espécie
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representa um reservatorio de Leishmania spp. depende de alguns requisitos
gue devem ser atendidos:

1- O encontro da espécie de Flebotomineo vetor naturalmente infectado na
mesma regido em que foi coletado o suposto reservatorio;

2- A sobrevivéncia do hospedeiro por tempo suficiente para garantir a
transmissao da infecgao;

3- Prevaléncia da infeccéo entre os hospedeiros acima de 20%;

4- Manutenc¢do do parasitismo no sangue periférico e/ou lesdes de pele em
guantidade suficiente para infectar o vetor,;

5- A presenca da mesma espécie de Leishmania no reservatério e em

humanos.

2.6 Sinais clinicos da LVC e achados de patologia clinica

O periodo de incubacédo da LV é bastante variavel tanto para o homem
como para o cdo. No homem, varia entre 10 dias a 24 meses, apresentando
média de 2 a 6 meses. No cao, este periodo € ainda mais variavel, sendo
considerado a partir de 3 meses a varios anos, apresentando uma media de 3 a
7 meses (MS, 2006). A visceralizacdo da infeccdo pode iniciar-se em poucos
meses ou levar varios anos para ocorrer (GALLEGO, 2004).

Classicamente a LVC apresenta lesdes cutaneas, principalmente
descamacédo e eczema, em particular no espelho nasal e orelha, pequenas
Ulceras rasas, localizadas mais frequentemente ao nivel das orelhas, focinho,
cauda e articulagbes, além de pelos opacos. Nas fases mais adiantadas da
doenca observa-se, com grande frequéncia, onicogrifose, esplenomegalia,
linfoadenopatia, alopecia, dermatites, Ulceras de pele, ceratoconjuntivite,
coriza, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, edema de patas e vomito, além
de hiperqueratose. Na fase final da infeccdo, ocorre em geral a paresia das
patas posteriores, caquexia, inanicdo e morte. Entretanto, cdes infectados
podem permanecer sem sinais clinicos por um longo periodo de tempo (MS,
2006).
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Os primeiros sinais clinicos, e 0s mais comuns, sdo alteracbes
dermatoldgicas, com destaque para dermatite esfoliativa e acentuada perda de
pelos ao redor dos olhos. A doenca evolui com o surgimento de Ulceras,
alopecia local ou generalizada e hipercromia da pele (FREITAS et al., 2006).
Moreira et al., (2007) encontraram em seus estudos que 0s sinais clinicos mais
freqlentes tanto para cdes sintomaticos como os oligossintomaticos, sdo a
linfadenomegalia, perda de peso, alterac6es dermatoldgicas e onicogrifose.
Silva et al.,, (2001a) também observaram, durante seus estudos, lesdes
cutédneas pequenas e Unicas ou multiplas, com bordas altamente simétricas,
sem prurido, que podiam ser vistas em diferentes partes do corpo, inclusive nas
orelhas, no focinho, nas patas e nos genitais dos cdes com LV.

Com o acometimento visceral, o cao torna-se emaciado, com perda de
apetite, perda de peso e comumente apresenta caquexia (FEITOSA et al.,
2000).

A maioria dos trabalhos mostra que a situacdo clinica dos animais
interfere na infectividade destes para os flebotomineos. Segundo Gradoni et al.,
(1987) caes com maior numero de sintomas clinicos infectaram maior nimero
de fémeas de flebotomineos. Os trabalhos de Travi et al., (2001) na Colémbia e
Costa-Val (2004), sobre tratamento da LVC, mostraram que caes naturalmente
infectados por L. chagasi, quando assintomaticos, néao infectaram as fémeas de
L. longipalpis, os oligossintomaticos infectaram pouco e 0s sintomaticos
infectaram maior nimero de fémeas e com carga parasitaria maior. Em
contrapartida, Molina et al., (1994) ndo encontraram diferencas na infectividade
para os flebotomineos entre cades com diferentes apresentacdes clinicas.

Existem diferentes critérios utilizados nas classificagdes clinicas dos
animais, 0s quais variam entre os autores. Quinnell et al., (2003) por exemplo,
consideram alopecia, dermatite, Ulcera, onicogrifose, conjuntivite e
linfadenopatia como alteracBes importantes e classificam o0s animais em
assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos. Entretanto, Mancianti et
al., (1988) incluem em suas classificacfes a adenopatia linféide, diminuicdo do
peso, opacidade dos pelos, alopecia, eczema furfuraceo, Ulcera, onicogrifose,
ceratoconjuntivite, e rigidez dos membros posteriores, graduando os animais

em assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos.
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Segundo Solano-Gallego & Baneth (2008), a classificacdo clinica
baseada nos sinais mais comuns da LVC tem sido extremamente vélida h&a
muitos anos, porém, esta ndo leva em consideracao as alteracdes referentes a
patologia clinica e as graves alteracdes sistémicas dos cdes que clinicamente
apresentam-se “sadios”, possuindo portanto, um valor limitado. Estes autores
classificam os animais em: cdes com leishmaniose clinica, aqueles com
alteracdes clinicas de patologia clinica e com infec¢do confirmada e cdes com
leishmaniose sub-clinica, aqueles que nado apresentam sinais clinicos ou
alteracdes de patologia clinica, porém, tenham a infec¢do confirmada.

Embora os encontros de hematologia, bioquimica sérica e urinalise
possuam limitado valor de diagnostico da LVC, esses resultados fornecem
importante subsidio para avaliacdo do estado clinico do animal (REIS, 2001 &
IKEDA et al., 2003).

Segundo Reis (2001) & Genaro (1993), a disproteinemia € um achado
marcante da LVC. E caracterizada por hiperproteinemia, sendo observada na
maioria dos caes infectados por Leishmania sp. Ja Ikeda et al., (2003) relata
gue em alguns animais, particularmente os com sinais clinicos mais graves da
doenca, a disproteinemia é caracterizada por hipoproteinemia. Ha unanimidade
entre autores em relacéo ao perfil eletroforético das proteinas plasmaticas dos
caes doentes: ha um aumento geral de gamaglobulinas enquanto a diminuicao
de albumina seria devido a perdas por nefropatias, doencas hepaticas,
subnutricdo crénica ou até mesmo combinacdes de fatores. Assim sendo, a
relacdo albumina/Globulina (A/G) estaria invertida na maioria dos animais
doentes, sendo tanto menor quanto mais sintomas o animal apresentasse.
Segundo Koutinas et al., (1999) em alguns animais, a hipoalbuminemia poderia
agir como mecanismo de equilibrio a hipergamaglobulinemia, o que resultaria
em valores de proteinas plasmaticas totais normais, ressaltando a importancia
do perfil eletroforético. Além disso, a trombocitopenia tem sido relatada em 29 a
50% dos cées portadores de LV (CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA, 2012).

Segundo Nieto et al., (1992) o aumento dos niveis de uréia no sangue é
mais comum que o aumento dos niveis de creatinina. Segundo Lopes et al.,
(1996) a hipercreatininemia correlaciona-se de forma positiva com os
imunocomplexos (CIC) determinantes das nefropatias na LVC, sugerindo que

0s niveis de creatinina possam ser usados como indicadores da presenca de
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CIC (CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA, 2012). Amusategui et al., (2003),
descreveram aumento nos niveis de uréia em 40 de 61 caes com LV, enquanto
gue a creatinina estava elevada em apenas 3 dos 44 céaes avaliados. Xavier
(2002) observou que cédes assintomaticos apresentaram maiores indices de
uréia sérica que aqueles oligossintomaticos ou sintomaticos.

Em relacdo a urindlise, a proteintria é a alteracdo mais frequente
descrita, sendo encontrada em 71 a 85% ou até mesmo 100% dos animais
portadores de LVC, seja em graus discretos ou até mesmo graves. A anemia €
um achado frequente para a maioria dos autores, sendo encontrado em cerca
de 50 a 70% dos pacientes, tendo como caracteristicas marcantes a
normocitose, normocromia e arregeneracdo (CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA,
2012). Barros (1998) apontou que os cdes com LV apresentavam anemia ndo
regenerativa e hipergamaglobulinemia policlonal, ou seja, aumento inespecifico
e generalizado de gama globulinas, com concentracfes de proteina total que
podem passar de 100 g por litro. O valor de referéncia € de 10 g por litro.

A contagem total e diferencial de leucdcitos ndo obedece qualquer
padrdo em caes portadores de LV: alguns animais apresentam leucocitose com
desvio para a esquerda regenerativo, enquanto outros possuem leucopenia,
geralmente por neutropenia ou mesmo perfil leucocitario normal (CAD. TEC.
VET. ZOOTECNIA, 2012).

Finalizando, a apresentacdo clinica da LVC é consequéncia de
interacdes complexas entre o parasito e a resposta imune do hospedeiro
(SANTOS-GOMES, 2002).
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2.7 Diagnostico

O diagnéstico da LVC baseado nos sinais clinicos torna-se bastante
dificultado, principalmente pela ocorréncia de outras patologias, além do grande
namero de cées assintoméaticos (SILVA, 2005; SILVA et al., 2005; SILVA, 2007).
Matos et al., (2004) relata a dificuldade de diagndstico clinico de LVC pelo fato
de né&o haver sinais patognomonicos da doenca e pelo fato de muitos animais
serem assintomaticos. Marzochi et al., (1985) observaram que 63,2% dos cées
infectados por LV ndo apresentaram sinais clinicos da doenca.

Para o diagnéstico da LVC existem basicamente 3 categorias de provas
utilizadas: métodos parasitolégicos, sorologicos/imunolégicos e moleculares
(NOGUEIRA et al., 2009).

- Parasitoldgico

O diagnostico parasitoloégico é o método de certeza. Possui especificidade
de 100%, porém a sensibilidade depende do grau de parasitemia, tipo de
material coletado e tempo de leitura da lamina. Sdo métodos invasivos e
impraticaveis em programas de saude publica, nos quais, grande numero de
animais deve ser avaliado em curto espaco de tempo. Baseia-se nha
demonstracdo do parasito em material biologico obtido através de puncéo
hepatica, de linfonodos, baco, medula éssea e bidpsia ou escarificacdo da pele.
E um método seguro de diagndstico, uma vez que o resultado positivo é dado
pela observacdo direta de formas de amastigotas (MS, 2006). Tem sido
considerado como padrdo ouro nas leishmanioses devido a sua alta
especificidade (ROMERO et al., 2009).

Dentre os métodos de deteccdo direta do parasito, os mais utilizados
sS80 a microscopia e a cultura. A microscopia consiste na observacao direta da
Leishmania, na forma amastigota livre ou no interior de células do sistema
mononuclear fagocitario, em laminas coradas com o Giemsa e o Leishman. Na
cultura, as formas promastigotas sdo cultivadas em meios especificos e em
condi¢cBes de temperatura adequadas ao seu desenvolvimento. Nem todas as
espécies de Leishmania crescem ao mesmo tempo e nem todos os tecidos e
orgaos de um mesmo individuo possuem semelhante carga parasitaria. No

intuito de melhorar e aumentar a sensibilidade na deteccdo do parasito, a
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cultura “in vitro” deveria ser realizada em diferentes tecidos e a inoculacao
deveria ser feita em replicata (EVANS, 1989)

Apesar de ser rapida e ter um custo baixo, a principal desvantagem da
microscopia é o fato do bom resultado depender de pessoal bem treinado,
fazendo com que o método seja de dificil utilizacdo em estudo de campo onde
um grande numero de amostras precisa ser analisado em um curto periodo de
tempo. Deve-se salientar, a possibilidade de fornecimento de resultados falso
negativos, porque sua sensibilidade depende da quantidade de parasitos
presentes na amostra, ou resultados falso positivos, j& que outros artefatos
podem ser visualizados e confundidos com formas amastigotas (ALVAR et al.,
2004; BANETH & AROCH, 2008; GOMES et al., 2008).

O cultivo de promastigotas, considerado 100% especifico, apresenta
problemas referentes ao longo tempo para liberacdo dos resultados, a
dificuldade em isolar parasitos selvagens no meio de cultura, a dependéncia do
namero de parasitos presentes no material e as possiveis contaminacdes
microbianas que inviabilizam a obtencdo do resultado. Uma cultura s6 é
considerada negativa, ap0s quatro sucessivas subculturas negativas. I1sso torna
0 método caro e inadequado para o diagnéstico (SINGH,1997; ALVAR et al.,
2004; MAIA & CAMPINO, 2008)

Manna et al., (2004) salientaram que 0 exames microscopicos de
fragmentos de pele de amostras de biopsias de leséo, apesar de rapidos e de
baixo custo, possuem sensibilidade limitada, particularmente se as lesdes
forem cronicas. Por outro lado, as técnicas de cultura em in vitro sao
ligeiramente mais sensiveis que 0s exames microscopicos de esfregacos de
bidépsia de lesdo ou de amostras histologicas, embora também sejam mais
trabalhosos e onerosos além de estarem mais susceptiveis a contaminacao
bioldgica.

E importante frisar que o método de microscopia ndo permite a distingéo
de espécies de Leishmania (REALE et al., 1999; ARANSAY et al., 2000; SILVA
et al.,, 2001a). O isolamento do parasito feito em cultura, combinado com a
eletroforese de enzimas multilocus permite a identificacdo da espécie de
Leishmania, porém, tal procedimento é demorado em funcdo da necessidade
de se obter uma grande massa de parasitos e exige grande conhecimento

técnico (CUPOLILLO et al.,1994). Vale ressaltar que esta técnica permitiu a
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confirmagédo do primeiro caso de co-infecgdo de um c&o naturalmente infectado
no Rio de Janeiro. Foram coletadas amostras de lesdo cutanea, sangue e
linfonodos, sendo identificadas as espécies Leishmania (Viannia) braziliensis e
L. infantum (MADEIRA et al., 2006).

- Sorolégicos/Imunolégicos

bY

Devido aos problemas inerentes a pesquisa direta do parasito, foram
desenvolvidos alguns métodos indiretos, como a sorologia, a qual tem sido o
método de escolha no diagnostico de rotina e em levantamentos
epidemioldgicos da LVC (BADARO et al.,1996 ).

A sorologia € uma técnica amplamente utilizada e tem sido relatado que
anticorpos anti-Leishmania podem ser detectados a partir de 14 a 28 dias apoés
a infeccdo, com declinio de 45 a 80 dias apos tratamento. Baseando nisto,
foram desenvolvidas varias técnicas soroldgicas, as quais apresentam
sensibilidade variavel (BADARO et al.,1996 ).

A LV induz altos titulos de anticorpos, o que facilita seu diagnostico por
testes soroldgicos, sendo estes utilizados em inquéritos. Os meétodos de
diagnastico utilizados séo: reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI); reacéo
de fixacdo de complemento (RFC); “direct agglutination test” ou teste de
aglutinacdo direta (DAT); hemaglutinacdo indireta (HAI); imunodifusédo (ID);
“‘enzyme lynked immunosorbent assay” ou teste imunoenzimatico (ELISA) e o
teste imunocromatografico (COSTA et al., 1991; JADER, 2006).

Segundo Martins (2008), a RIFI é realizada com antigenos fixados em
laminas, onde se aplica inicialmente um anticorpo especifico ndo fluorescente.
O segundo anticorpo colocado é o fluorescente com especificidade marcada
contra determinantes antigénicos do primeiro anticorpo, utilizado para reagir
com o antigeno. Consequentemente, tem-se a vantagem de se obter uma
fluorescéncia mais evidente, pelo fato do anticorpo fluorescente se ligar apenas
aos anticorpos primarios. Antigenos de promastigotas de L. chagasi foram os
mais sensiveis e especificos com relacdo aos outros antigenos, sendo
recomendados pelos autores para o diagnostico da LV pela RIFI (BADARO et
al., 1983). Entretanto, segundo Costa et al., (1991) a RIFI apresenta altas taxas
de sensibilidade, mesmo quando se utiliza antigenos de outras espécies de

Leishmania a exemplo L. brasiliensis e L. mexicana.
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Alguns autores ressaltam caracteristicas e limitagdes importantes da
RIFI. Gradoni (2002) considera a RIFI a técnica padréo-ouro para o diagndstico
da LV e observa que a especificidade da técnica ndo € ameacada nos paises
do Mediterr@neo por reacdes cruzadas que existem na América Latina devido a
ocorréncia de outras parasitoses que acometem os cédes. Utilizada desde a
década de 1960, a RIFI demonstra sensibilidade que varia de 90 a 100% e
especificidade aproximada de 80% para amostras de soro. A especificidade
deste teste é prejudicada devido a presenca de reacdes cruzadas com doencas
causadas por outros tripanossomatideos e Leishmaniose Tegumentar
Americana (ALVES, BEVILACQUA, 2004). Segundo Alvar et al., (2004) a RIFI,
apesar de ser util do ponto de vista clinico, pode subestimar a prevaléncia da
infeccdo de Leishmania na populacdo de cédes de areas endémicas. A
sensibilidade da RIFI em detectar cées infectados varia de 21,6% (SILVA et al.,
2001a) até 100% (CIAMARELLA et al., 1997).

Segundo o MS (2006), o ELISA usualmente utilizado como técnica de
diagnostico no Brasil consiste na reacdo de anticorpos presentes nos soros
com antigenos soluveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura
in vitro. Esses antigenos sédo adsorvidos em microplacas e os soros diluidos
(controle do teste e das amostras) sdo adicionados posteriormente. Estando
presentes, anticorpos especificos do soro irdo se fixar aos antigenos. A
visualizacdo da reacdo ocorre quando adicionada uma anti-imunoglobulina de
cdo marcada com a enzima peroxidase, que se ligard aos anticorpos
especificos caso estejam presentes, gerando um produto colorido que podera
ser medido por espectrofotometria. O resultado € considerado sororeagente
guando a densidade Gtica for igual ou superior a 3 desvio-padrdes do ponto de
corte (Cut-off) do resultado do controle negativo.

O ELISA é amplamente utilizado no diagndstico da LV canina, sendo a
segunda técnica mais utilizada por pesquisadores europeus (CAD. TEC. VET.
ZOOTECNIA, 2012). Podem ser citadas como vantagens do ELISA: facilidade
para examinar grande numero de animais em curto periodo de tempo e a
versatilidade, sendo facilmente adaptavel para ser usada com diversos tipos de
antigenos, tais como citoplasma total, antigenos purificados, peptideos
sintéticos e proteinas recombinantes (MAIA & CAMPINO, 2008).
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O antigeno mais utilizado é o extrato bruto soluvel, mesmo apresentando
reacdo cruzada com outras doencas (SUNDAR & RAI, 2002; REITHINGER et
al.,, 2003). Os antigenos utilizados no ELISA sdo comumente derivados de
promastigotas cultivados in vitro, geralmente rompidos por ultrassom, expondo
cerca de 30 antigenos soméaticos e inUmeros componentes de superficie. Este
método também tem seus niveis de especificidade comprometidos por reacdes
cruzadas com outras espécies de tripanosomatideos e até mesmo por espécies
filogeneticamente distantes (TAVARES et al., 2003).

A sensibilidade e especificidade do ELISA séo bastante influenciadas
pelo tipo de antigeno utilizado (SINGH & SIVAKUMAR, 2003). Sundar & Rai
(2002), relatam que em relacdo a técnicas de diagnéstico da LV, a
especificidade depende mais do tipo de antigeno usado no teste que do
protocolo adotado, sendo a sensibilidade influenciada pela metodologia.

Alguns autores ressaltam vantagens na utlizacdo de antigenos
recombinantes na técnica do ELISA, como exemplo: Carvalho et al., (2002)
compararam a utilizacdo de antigenos recombinantes (purificados) com
antigenos brutos e obtiveram uma maior sensibilidade de antigenos
purificados. A utilizacdo de antigenos recombinantes ou purificados com as
glicoproteinas de membranas gp63, gp72, gp70, especificas do género
Leishmania, tendem a melhorar a especificidade e sensibilidade da técnica do
ELISA (COSTA et al., 1991; OZENZOQY, 1998). Segundo Badaré et al.,
(1996) e Scalone et al.,, (2002) o antigeno recombinante rk39, um epitopo
imunodominante repetitivo em uma proteina relacionada de Kinesina, que se
caracteriza por ser bastante conservado entre as espécies de Leishmania
viscero-tropicas, tem sido usado em testes soroldgicos de ELISA e tem se
apresentado com boa sensibilidade e especificidade no diagnéstico de LVC e
LVH. Porrozi et al., (2007) realizaram estudos com o antigeno recombinante
rk39 utilizando a técnica do ELISA e observaram ser este mais sensivel quando
pesquisados em cdes sintomaticos (100%) em comparagcdo com
assintomaticos (66%).

Segundo Gradoni (2002), tem-se buscado a caracterizacdo molecular
dos componentes dos antigenos de Leishmania para ELISA, no intuito de se
obter maior especificidade. Entretanto, o custo de producdo de antigenos

especificos purificados é geralmente muito alto e, em funcéo disso, antigenos
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brutos sdo muito utilizados, reduzindo a sensibilidade e especificidade dos
testes. O uso de antigenos brutos, amastigotas ou promastigotas inteiros, ou
extratos sollveis dos mesmos limitam a especificidade dos exames
sorolégicos. A clonagem de genes que codificam para proteinas antigénicas de
Leishmania € importante para o desenvolvimento de novos alvos e para se criar
métodos de sorodiagnéstico mais especificos, como por exemplo, o antigeno
recombinante rk39, o Unico atualmente comercializado (MAIA & CAMPINO,
2008).

Diversos autores comparam os testes de RIFI e ELISA: a RIFI é passivel
do cometimento de erros subjetivos de leitura em reacdes fracamente positivas,
fator este compensado pelo ELISA que apresenta sua leitura automatizada
(CARRERA et al.,, 1996; GRADONI, 2002). O ELISA apresenta indices de
sensibilidade superiores a RIFI; por esta razdo, é a técnica de eleicdo para
diagnéstico da LVH e Leishmaniose Tegumentar Americana canina (CAD. TEC.
VET. ZOOTECNIA, 2012). Braga et al., (1998) observaram em seus
experimentos que o ELISA utilizando soro de caes, mostrou-se 4,6 vezes mais
sensivel que a RIFI do eluato de papel filtro, em funcdo da maior deteccdo de
caes precocemente infectados. Segundo Jader (2006), as técnicas sorologicas
da RIFI e ELISA oferecem boa sensibilidade e especificidade, mas requerem
estruturas e insumos caros, além de recursos humanos especializados. A
instabilidade de seus reagentes em temperatura ambiente e o longo periodo de
tempo entre colheita, processamento da amostra e a liberacdo dos resultados
sédo também fatores limitantes destas técnicas. O autor ressalta outra técnica
de exame soroldgico, o teste imunocromatografico rapido, e afirma ser, neste
contexto, o instrumento que melhor se adaptaria pela sua facilidade de
execucao e possibilidade de ser realizada a campo.

Métodos de diagndsticos precisos para LV, com elevada sensibilidade e
especificidade, de facil realizacdo e interpretacdo, que fornecam resultados
rapidos, que independam de infraestrutura laboratorial e profissionais
especializados tem sido cada vez mais procurados (DOURADO et al., 2007).
Nesta vertente, a Bio-Manguinhos langcou um teste rapido qualitativo
imunocromatogréfico para a deteccéo de anticorpos anti-Leishmania TR DPP®,
o qual utiliza antigenos recombinantes. Uma vantagem deste teste é a

possibilidade ser realizado em campo como triagem, a partir de amostras de
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sangue total obtidas por utilizagdo de lancetas e fornecer resultados em 15
minutos. Segundo o manual de instrucdes, a leitura pode ser realizada de
maneira visual ou através de leitor 6tico. O mesmo, indica sensibilidade de
98,3% quando comparado ao teste parasitolégico e especificidade de 97,4%
em relacdo ao teste ELISA, revelando praticidade e rapidez em diagndstico de
LVC.

Segundo Rosario et al., (2005) antigenos recombinantes ndo mostraram
nenhuma reacdo cruzada no diagnostico por ELISA . A principal limitacdo de
antigenos brutos sao as reacBes cruzadas, sendo que 0s antigenos
recombinantes podem ser utilizados em grande escala nos programas de
controle da doenca. Em contrapartida, Reithinger et al., (2002) concluiram que
a especificidade do teste imunocromatografico ainda € pequena, havendo a
necessidade de aprimoramento da técnica para que possa ser utlizada
definitivamente a campo. Neste sentido, Jader (2006), avaliando o teste
imunocromatografico, observou que 0 mesmo apresentou valores de
sensibilidade e especificidade que permitem a sua adocé&o no Brasil, podendo
ser utilizado em substituicdo a RIFI, em amostras sem hemodlise, por néo
apresentar diferencas estatisticas significativas.

O teste sorologico de aglutinacdo direta (DAT) utiliza antigenos
promastigotas inteiros corados, podendo estes estar em suspensdo ou
liofilizados. E um método simples e barato, sendo indicado por diversos
pesquisadores para utilizacdo em estudos de campo. (MEREDITH et al., 1995;
NEOGY et al., 1992; SCHALLIG et al., 2002a). Ja Harith et al., (1989) relata
gue, as principais limitacbes do DAT sédo o longo tempo de incubacédo (18
horas) e a utilizac&do de diluicbes seriadas de sangue ou soro, fazendo com que
o teste seja trabalhoso e inapropriado para o exame de grande numero de
amostras. Cabe salientar que o desenvolvimento de um antigeno liofilizado
torna o DAT adequado para o uso em condi¢cdes extremas, ja que permanece
estavel em altas temperaturas (MEREDITH et al.,, 1995; SCHALLIG et al.,
2002b).

No Brasil, inicialmente, o teste de diagndstico utilizado em inquéritos era
0 RFC (Reacdo de Fixacdo do Complemento), que foi substituido
posteriormente pela RIFI (COSTA et al.,, 1991). A RIFI e o ELISA foram

recomendados pelo Ministério da Saude para a avaliacdo da soroprevaléncia
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em inquéritos caninos amostrais e censitarios durante anos. O ELISA era
recomendado para triagem de cées sorologicamente negativos e a RIFI para a
confirmagéo de cédes sororreagentes ao teste de ELISA ou como uma técnica
diagnéstica de rotina (MS, 2006).

Entretanto, considerando a baixa sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade dos testes atualmente utilizados, principalmente com o Kit de
RIFI e as freqUentes interrup¢des no fornecimento deles, o Ministério da Saude
orientou a realizacdo de estudo transversal, multicéntrico, randomizado e
duplo-cego com o objetivo de validar os testes diagnésticos soroldgicos da LVC
produzidos pelo laboratério Bio-Manguinhos da FIOCRUZ, gerando resultados
gue possam assegurar tomadas de decisdo em saude publica. Foram testados
aproximadamente 1400 soros de cdes de area urbana com transmissao intensa
e percentual de positividade canina maior que 10%. Foram comparados 0s
resultados dos testes com ELISA major like, RIFI major like (1:40) e teste
rapido imunocromatografico (DPP), tendo exames parasitolégicos como padrao
ouro. Os resultados obtidos mostraram maior sensibilidade (87,88 1C95%
79,78-93,58) e especificidade (88,03 1C95% 86,68-90,21) do DPP e ELISA ao
se comparar com ELISA e RIFI (sensibilidade de 86,00 IC95% 77,63-92,13 e
especificidade de 85,71 IC95% 83,67-87,59) também utilizados em série. Foi
igualmente melhor a reprodutibilidade apresentada pelo DPP (0,778 IC 95%
0,745-0,812) e pelo ELISA (0,819 1C95% 0,851-0,884) em comparacao a RIFI
(0,459 1C95% 0,418-0,499). Assim, a partir de marco de 2012, o Ministério da
Saude passou a orientar a utilizacdo do DPP como teste de triagem usando
sangue total, plasma ou soro sanguineo e o teste ELISA como confirmatorio
para LVC (CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA, 2012).

Finalizando, a literatura € rica quando cita as limitacbes dos testes
sorologicos, cabendo destacar algumas: os testes sorolégicos ndo permitem a
diferenciacdo entre doenca ativa e apenas um contato prévio com agente ou
ainda nao discrimina a doenca clinica da infeccdo subclinica, fato este
importante quando se trata de cdes vacinados (GONTIJO & MELO, 2004); os
testes sorolégicos podem ser ineficientes para o diagnostico no periodo de
tempo entre a infeccdo e a soroconversao (MANNA et al., 2004); as técnicas
apresentam alta sensibilidade e especificidade, mas nem sempre um resultado

positivo pode ser conclusivo da doenca ativa, da mesma forma que cées
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infectados podem ser soronegativos (SILVA et al.,, 2006). Por fim, os testes
sorolégicos devem ser interpretados com cautela, uma vez que ndo sao 100%
sensiveis e o0 grande numero de métodos empregados demonstram a
dificuldade em desenvolver uma técnica suficientemente confiavel para o
diagnéstico (IKEDA-GARCIA & FEITOSA, 2006 ; BARROSO-FREITAS et al.,
2009).

-Molecular

O teste molecular mais utilizado é o diagnéstico pela Reacdo da Cadeia
em Polimerase (PCR), o qual baseia-se na amplificagdo in vitro de sequéncias
de nucleotideos especificos apresentados pelo parasito, utilizando-se uma
enzima termoestavel, a taq DNA polimerase, isolada da bactéria termdfila
Thermus aquaticus (SINGH,1997).

Em funcdo das elevadas sensibilidade e especificidade, a PCR tem se
mostrado uma ferramenta de diagnostico superior aos métodos convencionais
(ASHFORD et al., 1995; SANCHES et al., 2001). Além disto, a PCR vem sendo
considerada um método alternativo para diagnéstico em caes vacinados, visto
gue as técnicas convencionais podem resultar em falso-positivos (PILLATTI et
al., 2009). Entretanto, a eficacia da PCR depende de diferentes fatores tais
como os iniciadores, o numero de copias do alvo, o0 método de extracdo do
DNA, o material biolégico e o protocolo (CORTES et al., 2004).

Segundo Gomes et al., (2007) uma metodologia baseada na técnica da
PCR é interessante por ser rapida, sensivel e especifica, além de evitar a etapa
de cultivo de parasitos. A PCR apresenta potencial para ser empregada em
programas de vigilancia em leishmanioses, 0s quais requerem analises
laboratoriais eficientes e necessitam de acfes rapidas e concisas. Além disto,
deve-se acrescentar que a PCR pode ser realizada a partir de amostras, como
pele, conjuntiva, medula éssea e aspirados de linfonodos, além de técnicas néao
invasivas como swab conjuntival (PILLATTI, 2009; SOLANO-GALEGO et al.,
2011). Reale et al., (1999) acrescentam também que os resultados da PCR nao
dependem do estado imunoldgico do animal.

Entretanto, deve ser levado em consideracéo que pode haver diferencas
nos resultados em funcéo das técnicas da PCR e tipos de amostras biolégicas
escolhidas. Por exemplo, Solano-Galego et al., (2001) realizaram PCR em

populagdo canina residente em area endémica para LV utilizando amostras de
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biépsia de pele, conjuntiva do olho e de puncdo de medula, concluindo que o
tecido cutaneo representa a principal reserva de Leishmania infantum,
independentemente da presenca de lesdes ou outros sinais clinicos da doenca.
Mais recentemente, em uma revisdo, Solano-Galego et al., (2011)
demonstraram que existem variagbes de sensibilidade entre a amostra
escolhida e a técnica de PCR utilizada e verificaram que a PCR em tempo real
€ mais sensivel em amostras de medula éssea, linfonodo, figado, pele e
conjuntiva, enquanto que a PCR convencional e “Nested PCR” sdo menos
sensiveis quando utilizadas amostras de sangue e urina.

Vale ainda acrescentar que técnicas de diagndstico como a PCR
apresentam como desvantagem o custo e a dificuldade do uso em triagens de
campo (KEENAN et al., 1984; TAFURI et al., 2001; TAFURI et al., 2004).

Finalizando, apesar dos inumeros testes de diagndstico disponiveis para
a LVC, o tema continua representando um desafio, pois ndo existe um unico
método capaz de obter sensibilidade e especificidade maximas, de forma a
permitir um diagnostico preciso das diversas formas de apresentacdo da
doenca (MS, 2006; SILVA et al., 2006). Assis et al., (2008) acrescentaram que 0
discreto avanco no diagnoéstico LV nas ultimas décadas pode dever-se a
complexidade biologica da infeccdo, bem como ao fato da LV ser uma doenca
negligenciada e portanto, com baixo lucro comercial, apesar de ser atraente as
pesquisas.

Todas as observacdes reforcam a necessidade de cautela, bom senso e
analise critica multidisciplinar de todos os fatores que permitam o fechamento
do diagnostico da LVC, que deve ser uma conjuncdo de dados clinicos,

laboratoriais, epidemiologicos e de anamnese.
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2.8 Tratamento e vacina da leishmaniose visceral canina

A literatura sobre o tratamento da LVC no Velho Mundo, alerta sobre o
perigo potencial de geracdo e circulacdo de cepas do parasito resistentes as
drogas usualmente utilizadas para o tratamento de seres humanos, tais como:
o antimonial pentavalente, anfotericina B e a miltefosina (GRAMICCIA et al.,
1992; CARRIO & PORTUS, 2002). Apesar do tratamento recuperar
clinicamente o animal, com concomitante diminuicdo da carga parasitaria e dos
titulos de anticorpos circulantes, por meio dele ocorre apenas reducédo de sua
capacidade infectante para o inseto transmissor e, ainda, as recidivas séo
frequentes, atingindo 75% dos casos no periodo de 2 anos ap0s o tratamento
(CAD. TEC. VET. ZOOTECNIA, 2012). Dujardin et al., (2008), fazem ressalvas
para o tratamento de cdes com miltefosina, recentemente lancada para uso
veterinario nos paises do Mediterraneo (Portugal, Espanha, Itdlia, Grécia e llha
de Chipre), e a possibilidade de que o parasito que infecta caes tratados com
miltefosine apresente resisténcia e seja disseminado por meio da migracao
desses animais para 0s paises em que esta droga vem sendo utilizada para o
tratamento da forma cutédnea da leishmaniose humana, como Colémbia,
Guatemala, Argentina, Venezuela, Paraguai, Equador e Honduras
(GRAMICCIA et al., 1992; ROUGIER et al., 2008). O surgimento e
disseminacdo de cepas resistentes de Leishmania como tem ocorrido em
alguns paises (SUNDAR et al., 2000; SUNDAR, 2001) tem sido alertada em
localidades nas quais o tratamento de cdes é praticado (GRAMICCIA et al.,
1992), o qual pode ter carater irreversivel e consequéncias imprevisiveis.

No Brasil, o tratamento da LVC é um tema bastante polémico e
controverso. E defendido pela ANCLIVEPA (Associacdo Nacional dos Clinicos
Veterinarios de pequenos animais) e proibido pelo Ministério da Saude. O tema
vem sendo alvo de constantes discussdes, apresentacdo de novos trabalhos
cientificos, acdes judiciais e mobilizacbes que buscam conseguir autorizacdes
e mudancas na legislacdo vigente para que 0s animais possam ser tratados e
se evite a eutanasia. Em contrapartida, o Ministério da Saulde reitera sua
posicdo de proibicdo do tratamento da leishmaniose visceral canina com

produtos de uso humano ou ndo registrados no Ministério da Agricultura
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Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e apresenta argumentos para a tal conduta
(SVS, 2009).

Em 2007, foi realizado em Brasilia/DF o | Férum de Discussdes sobre o
Tratamento da LVC, ocasido em que foram avaliados os diferentes aspectos da
doenca no intuito de se avaliar evidéncias sobre a eficacia do tratamento e o
risco que os animais submetidos a este procedimento poderiam trazer a salde
humana. Como resultado do Férum, foi elaborado um relatério final que contra
indicou o tratamento de cées infectados e/ou doentes tendo em vista 0 risco
para a saude humana que tal conduta pode acarretar. Frente a esta conclusédo
e recomendacgdo, o Ministério da Saude em conjunto com o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) elaborou e publicou a portaria
interministerial n. 1426, de 11 de julho de 2008, que “... proibe o tratamento da
leishmaniose visceral canina com produtos de uso humano ou néo registrados
no MAPA.” Cabe ressaltar que a portaria regulamenta as normas sanitarias
vigentes, cabendo destacar além do Decreto n. 51838 de 1963, a Lei n. 6259
de 1975, a Lei n. 6437 de 1977 e a Lei n. 8080 de 1990 (SVS, 2009).

Em 2009, apés um Novo Férum (II), ndo houve alteracbes quanto a
legalizacéo do tratamento de LVC. A recomendacéo deste férum é de que seja
mantida a proibicdo do tratamento da LVC pelos Ministérios da Saude e da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, conforme a Portaria Interministerial
1426/2008 que regulamenta o Decreto n. 51838 (1963) (SVS, 2009). Os
estudos apresentados sugeriram que o tratamento da LVC poderia levar a
melhoria transitéria do quadro clinico-laboratorial do cdo, reducéo dos niveis de
anticorpos séricos contra o parasito, associados a uma possivel reducéo
(também transitoria) na carga parasitaria em alguns tecidos (MANNA et al.,
2008; RIBEIRO et al., 2008). No entanto, nenhum desses parametros foi
validado como marcador de infectividade para os flebotomineos e os trabalhos
sobre a infectividade para os vetores foram inconclusivos e apresentaram
evidéncias de que animais tratados mantém a capacidade de infectar esses
insetos (MIRET et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008).

De acordo com a mesma portaria que proibe o tratamento canino com
drogas registradas no Ministério da Saude ou nao registradas no Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) — Portaria interministerial nUmero

1426, de junho de 2008, o tratamento de animais infectados s6 pode ser feito
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apos realizacdo de ensaios clinicos controlados, posteriormente a autorizagdo
do 6rgdo competente (MAPA) e do Ministério da Saude.

Entretanto, através do Acérddo 8268/2013, o Tribunal Regional Federal
da terceira regido declarou ilegal a portaria 1426/2008 que proibe o tratamento
da LVC com produtos de uso humano ou nao registrados no Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento. A apelacdo civel movida pela
Organizacao-Nao- Governamental (ONG) Sociedade de Protecdo e Bem—Estar
Animal Abrigo dos Bichos, foi considerada procedente pelo Tribunal Regional
Federal, que justificou a ilegalidade da portaria por considerar que a mesma
extrapola os limites tanto da legislacdo que regulamenta a garantia do livre
exercicio da profissédo de Médico Veterinario, como das leis protetoras do meio
ambiente, em especial, a da fauna. O Ministério da Salde contestou a decisdo
do Tribunal Regional Federal junto ao Supremo Tribunal Federal pleiteando a
manutenc¢ao da portarial426/2008.

O Tribunal Federal Regional da 32 Regido deferiu, parcialmente o pedido
de suspenséao da ilegalidade da portaria 1426/2008, sob alegacdo de protecao
a saude publica, desde que a eventual eutanasia canina a ser praticada deva
ser precedida da realizacdo de dois testes soroldgicos (RIFI e ELISA) e
também de criteriosa avaliagdo do médico veterinario pertencente aos quadros
publicos. Portanto, voltou a ser vigorada a portaria 1426/2008, que proibe o
tratamento da LVC com produtos de uso humano ou nédo registrados no
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento.

Levando-se em conta as divergéncias entre opinides e a necessidade de
mais pesquisas sobre o tratamento canino, principalmente no que se refere a
cura clinica e parasitoldgica, associado a polémica da eutanasia, a existéncia
de uma vacina canina plenamente aceita pela comunidade cientifica e adotada
pelo Ministério da Saude, a exemplo da vacina antirrdbica, seria um grande
avanco na prevencdo e controle da LV. Infelizmente, esta ndo é a realidade
atual, pelo menos, ndo em sua totalidade, cabendo algumas consideracfes a
respeito de vacinas caninas. No Brasil, existem no mercado duas vacinas
contra a LVC: a vacina Leishmune® e Leish-tec®. A primeira € composta pelo
antigeno complexo glicoproteico ligante de fucose e manose (FML) de
Leishmania donovani, presente na superficie da Leishmania durante todo o seu
ciclo, e pelo adjuvante saponina QS21 (FORT DODGE, 2004). Segundo
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Palatinik-De-Souza (2012) a vacina Leishmune® obteve licenca definitiva do
MAPA em outubro de 2001. A Leish-tec® é uma vacina recombinante que
utiliza o antigeno A2, uma proteina especifica do estagio amastigota de varias
espécies de Leishmania (L. donovani, L. infantum, L. chagasi, L. amazonensis
e L. mexicana), e tem como adjuvante também a saponina (HERTAPE
CALLIER, 2009).

Em outubro de 2009, através de nota técnica de esclarecimento do
MAPA foi publicado que as duas vacinas registradas neste ministério cumprem
0S requisitos técnicos de eficacia, vigentes no momento da concessao dos
registros (2003 e 2007), porém o Ministério da Saude ainda ndo recomenda o
seu uso em saude publica, pois ainda estdo sendo realizados estudos para
avaliar a utilizacéo destes produtos para este fim (BRASIL, 2009b).

2.9 Controle

As principais medidas recomendadas no controle e prevencéo da LV séo
o diagndstico e tratamento dos casos humanos através do SUS (Sistema Unico
de Saude), controle vetorial através de inseticidas de acdo residual,
saneamento basico, limpeza de areas urbanas, eutanasia de cées infectados,
uso de telas em canis, colocacdo de coleiras impregnadas com inseticida
delthametrina a 4% nos animais e educacdao em saude. O uso destas coleiras,
indicadas inicialmente para o controle de pulgas e carrapatos pode auxiliar no
controle da LV (MS, 2007). Segundo Reithinger et al., (2004) o uso de coleiras
reduz a taxa de infeccdo nos cdes e diminui o tempo de vida dos
flebotomineos, reduzindo consequentemente, a propagacao da doenca.

Levando-se em conta a expansdo da LV e as dificuldades no controle da
doenca, o Ministério da Saude, através de medidas preconizadas no PCLV
(Programa de Controle da Leishmaniose Visceral), tem dado importancia a uma
melhor definicdo de areas de transmissdo ou de risco para a doenca,
contemplando nas agdes de vigilancia os estados e municipios “silenciosos”, ou
seja, agueles sem ocorréncia de casos humanos ou caninos da doenca, no

intuito de prevenir e/ou minimizar a ocorréncia da LV nestas areas (MS, 2005).
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Em relagdo a vigilancia dos reservatérios caninos, cabe ressaltar a
importancia da notificacdo aos 6rgéos publicos de diagnosticos de LVC obtidos
através de atendimentos em clinicas veterindrias particulares, ou mesmo que
sejam apenas animais suspeitos. Tal procedimento é essencial para que se
proceda uma investigagcdo epidemioldgica no local de origem dos mesmos e se
realize uma contra-prova em laboratério de referéncia do MS ou mesmo outros
testes de diagndstico que se facam necessarios. E igualmente importante o
acompanhamento de animais com resultado de exame soroldgico
‘indeterminado”, haja vista publicacdo onde foi observado que, em média,
80,7% dos animais com resultados iniciais “indeterminados” tornaram-se
reativos na segunda coleta apos 45 dias de intervalo da primeira, mostrando a
necessidade de acompanhamento constante destes animais (CAD. TEC. VET.
ZOOTECNIA, 2012).

Varios trabalhos mostram que a retirada de cées infectados reduz a
incidéncia do LV humana. Segundo Borges et al.,, (2009), ao se avaliar a
presenca do cao no domicilio como fator de risco, estatisticamente existe maior
chance de se ter a LVH como doenca ou infeccdo nos domicilios com
presenca dos animais. Estudos mostraram que a eliminacao de caes infectados
juntamente com a borrifacdo intradomiciliar causaram uma diminuicdo em 80%
da incidéncia da infeccéo por L. chagasi. A remocéao de caes infectados estaria
reduzindo a disponibilidade de fontes de infeccédo para flebotomineos, limitando
a capacidade destes vetores em transmitir o parasito para humanos (COSTA;
TAPETY; WERNECK; 2007). No entanto, Dietze et al., (1997) realizaram
estudo no estado do Espirito Santo, para avaliar o impacto da retirada de cées
infectados sobre a soropositividade humana e constataram néo ter havido
diferencas em areas onde os cdes foram retirados e areas onde os animais
permaneceram.

A infeccdo canina é considerada importante por varias razfes, dentre as
guais se destacam: o convivio do animal em estreita aproximacdo com o
homem; o fato deste servir de repasto para o vetor, atraindo-o para perto do
homem; alta densidade populacional da espécie, aliada a susceptibilidade que
apresenta a L. chagasi, além do grande numero de cdes assintomaticos com
intenso parasitismo cutaneo (KILLICK-KENDRICK et al., 1997).
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Considerando-se que as leishmanioses apresentam maiores
prevaléncias em areas menos favorecidas sOcio-economicamente e com
caréncias sanitéarias, é importante frisar que politicas publicas favoraveis a
diminuicAo destas desigualdades, referentes a padroes de educacéo,
condi¢bes de habitacado, distribuicdo de renda, grau de nutricdo, cobertura de
saneamento basico e equilibrio do meio ambiente sdo importantes para que a
acOes de controle contemplem todas as vertentes do processo saude-doenca.
Segundo Alvar et al., (2006) € alta a correlacdo entre a ocorréncia da LV e a
condicéo socio-econdmica da populagéo.

A complexidade na luta contra as infec¢des leishmanioticas explica-se
pela grande diversidade de agentes etioldgicos, pelo grande numero de
espécies de flebotomineos que podem ser vetores e por mais de uma centena
de espécies de animais que podem se reservatorios (ORGANIZACION
MUNDIAL DE LA SALUD, 1990). Apenas quando for obtido melhor
entendimento da diversidade genética das espécies de Leishmania e dos
reservatorios envolvidos no ciclo enzodtico de cada uma delas, sera possivel
avaliar qual método (ou métodos) de controle mais eficaz (ou eficazes) (SHAW,
2007). Também deve se considerar que as circunstancias da transmisséo das
leishmanioses sdo continuamente alteradas em relacdo aos fatores ambientais
e do comportamento humano (GRAMICCIA & GRADONI, 2005).

O mais importante no controle das leishmanioses € que todas as acdes
sejam realizadas de forma integrada e simultanea, envolvendo profissionais de
formacGes multidisciplinares, tenham continuidade, e, principalmente, sejam
associadas a um trabalho de educacdo em saude junto a populacao, para que
a mesma entenda o porqué de todos os procedimentos e seja induzida a
colaborar. Um exemplo classico da falta de integracdo das acfes é a retirada
do ambiente de cades sororreagentes e a pronta reposicdo por parte da
populacdo. BRAGA et al., (1988) relata em seu estudo a grande velocidade de

reposicao da populacéo canina.

Em funcdo da complexidade dos fatores determinantes e a diversidade
de formas de ocorréncia das leishmanioses, deve-se ressaltar como importante
medida de controle, a realizacdo de constantes estudos para que se conheca

as particularidades da doenca em cada regido. Assim, este trabalho visa o
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inquérito da LVC em Juiz de Fora-MG e o estudo dos possiveis fatores de risco
associados a doenca, no intuito de esclarecer a real situagdo desta zoonose no

municipio.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais:

- Realizar o inquérito sorolégico da LVC no municipio de Juiz de Fora e pesquisar
os fatores de risco associados a doenca.

3.2 Objetivos especificos:

- Investigar a ocorréncia da LVC através do teste imunocromatografico “TR DPP®
KIT” (FIOCRUZ, Bio-Manguinhos, RJ, Brasil);

- Investigar a ocorréncia do LVC através da técnica de ELISA (Kit “EIE-
leishmaniose visceral canina®”, FIOCRUZ, Bio-Manguinhos, RJ, Brasil);

- Investigar a ocorréncia da LVC através da técnica de ELISA in house, utilizando
antigenos obtidos de extrato bruto de promastigota de L. infantum;

- Realizar avaliacdes clinicas,semioldgicas e epidemioldgicas dos animais;

- Estabelecer relacGes entre a sorologia positiva para a LVC e a expresséo de
sinais clinicos dos caes;

- Estabelecer relacdes entre sorologia positiva para LVC e caracteristicas
zootécnicas exteriores dos animais;

- Estabelecer relacdes entre sorologia positiva para LVC e a origem dos animais;

- Estabelecer os fatores de risco associados a LVC no municipio, entre 0os quais
serdo analizados a expressdao dos sinais clinicos dos animais, a origem e
caracteristicas zootécnicas exteriores (sexo, grupo racial, grupo etario, tipo de
pelagem e porte fisico);

- Gerar dados epidemiolégicos que servirdo de balizamento para estratégias de

prevencao e controle do calazar.
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4.1 Area de estudo
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Este trabalho foi realizado no municipio de Juiz de Fora, o qual segundo o

Anudrio Estatistico do Centro de Pesquisas Sociais da Universidade Federal de

Juiz de Fora (2009), se posiciona geograficamente no Sudeste do Estado de

Minas Gerais, mesorregido da Zona da Mata Mineira, estando distante 272 Km

de Belo Horizonte, 184 Km do Rio de Janeiro e 506 Km de S&o Paulo. Ocupa
area de 1.429.875 Km? (Figura 5).
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Figura 5 - Localizacao espacial do municipio de Juiz de Fora na regido Sudeste. Fonte: IBGE

Os animais foram oriundos do canil municipal de Juiz de Fora e diversas

ONGs (Organizacdes-Nao-Governamentais), consideradas como “sociedades
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protetoras de animais”. A distribuicdo espacial destas areas pode ser verificada

na Figura 6.
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Figura 6- Localizacao espacial do canil municipal e das ONGs em Juiz de Fora. Fonte:
NUPEP/ICB/UFJF.

O canil municipal (Figura 7) localiza-se na zona norte do municipio, no
Bairro Sdo Damido 2. Abriga animais recolhidos dentro de todo o perimetro da
cidade e possui como critérios para recolhimento a demanda espontanea
oriunda da populacao, privilegiando fémeas, principalmente quando no cio.
Recolhe também animais com comportamento agressivo, em situacdes de risco
de acidente de transito, agueles que andam em grupos e os que de alguma
forma estejam causando incbmodos a populacdo. Esporadicamente, sao
albergados animais por determinacdo judicial que foram desalojados por
estarem em condicbes de falta de higiene e/ou causando problemas aos

vizinhos. As rotas percorridas pela “carrocinha” tém coberto praticamente todas
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as areas do municipio, contemplando desde as regiées mais favorecidas socio-

economicamente, até as areas mais carentes da cidade.
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Figura 7- Fotos ilustrativas do Canil Municipal. Fonte: do autor.

As ONGs foram escolhidas de maneira aleatéria em diversas regides do
municipio, estando localizadas nos bairros Alto Grajau, Aeroporto, Filgueiras,
Ipiranga, Monte Castelo, Paineiras, Vila Ideal, as margens da BR 040 e no
distrito de Paula Lima. Em algumas ONGs todos os animais foram pesquisados
e em outras apenas uma amostra foi trabalhada. As Figuras 8 e 9 mostram
imagens de algumas ONGs.

A escolha dos animais, tanto no canil quanto nas ONGs, foi feita de
maneira aleatéria, ndo sendo privilegiados nenhum critério de raca, sexo,

idade, pelagem, tamanho, caracteristicas clinicas, origem ou quaisquer outros.
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Figura 9- Fotos ilustrativas da ONG Br 040. Fonte: do autor.
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4.2 Populacdo Amostral

Em funcé@o de ndo se ter um histérico de censo canino no municipio, ndo
existem dados oficiais sobre o nimero de cées da cidade. Assim, a amostra
investigada foi calculada de acordo com 0s seguintes parametros: com um
nivel de confianca 95%, para uma populacdo finita de 50.000 cédes, uma
proporcdo esperada de 5%, admitindo um erro absoluto de 1,6% (erro relativo
de > 0,32%), a amostra calculada seria de 703 caes. Assim, optou-se por uma

amostragem maior, que foi de 781 animais.

4.3 Coleta de material biolégico

Os trabalhos de coleta de sangue, colocacao de identificacdo e exames
clinicos/ semioldgicos de todos os animais foram realizados entre o periodo de
07/11/2011 a 15/08/2012.

Para a coleta do material biolégico, os animais foram imobilizados
através de técnicas de contencdo, ocasido em que tiveram suas bocas
amarradas com cordas ou envolvidas por focinheiras. Foram coletados pelo
menos 08 ml de sangue venoso de cada animal, sendo realizado o
procedimento através de puncdo de veia cefalica, braquial ou jugular,
utilizando-se seringas e agulhas descartaveis (Figura 10). O sangue foi
distribuido em dois tubos: um destes a vacuo contendo anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético-EDTA; (marca Labor Import com K3 EDTA, nao
siliconizado) e o outro tubo, sem EDTA (marca Labor Import). As amostras de
sangue foram mantidas sob refrigeracdo (2 a 8°C) em caixas térmicas com gelo
reciclavel e termémetro de cabo extensor, durante todo o periodo de trabalho
de coleta e foram transportadas a mesma temperatura para o laboratorio de
Parasitologia, Imunologia e Microbiologia da Universidade Federal de Juiz de

Fora.
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Figura 10- Venopung¢éo braquial. Fonte: do autor.

No laboratorio, todas as amostras de sangue foram centrifugadas a 1500
rpm durante 20 minutos (Centrifuga Thermo Electron Corporation CR 312). As
amostras acondicionadas em tubos com anticoagulante EDTA foram
destinadas a obtencido do plasma, “papa de leucdcitos” e eritrocitos. Apds a
centrifugacédo houve a formacdo de trés camadas no tubo: a mais superficial
representada pelo plasma; a intermediaria, representada pela “papa de
leucécitos” e a mais interna sendo a dos eritrocitos. A “papa de leucdcitos” e o
plasma foram separados e acondicionados em microtubos. No recipiente em
que foi armazenada a “papa de leucdcitos” foi adicionada solugéo de tris EDTA
(1:1). O objetivo da obtencéo deste tipo de amostra biolégica foi a realizacéo de
futuros exames de Biologia Molecular. A obtencdo do plasma objetivou a
realizacao futura de testes diagnosticos. Todas as amostras foram etiquetadas
e conservadas em freezer a temperatura de -20°C.

Nos tubos sem EDTA, foram retirados os fluidos superficiais que
correspondem aos soros, 0s quais foram acondicionados em microtubos,
etiquetados e congelados em freezer a temperatura de -20°C, para posterior

uso.
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4.4 |dentificagdo dos animais

No intuito de marcar e criar referéncias em cada animal que forneceu
material biolégico para pesquisa, a identificacdo destes foi realizada através de
guatro procedimentos: insercado de microchips no tecido subcutaneo, colocacéo
de coleiras, criacao de resenhas e fotos.

Em relacdo a insercdo do microchip (transponder) no tecido subcutaneo
do animal, foi utilizado aplicador e o dispositivo (Animall® Tag- S&o Carlos, SP)
colocado no dorso, na regiao interescapular — localizacéo padrdo para insercao
de microchips em cées (Figura 11), seguindo instrucbes do fabricante. Em
relac@o a colocacao de coleiras, as mesmas foram artesanais, confeccionadas
com tecidos de algoddo e placas de aluminio marcadas com numeracao
correspondente a cada animal (Figura 12). A confeccdo de resenha (apéndice
A) de cada cao, consistiu no desenho deste, onde privilegiou-se caracteristicas
fisicas exteriores (zootécnicas) importantes na descricdo e identificacdo dos
animais, tais como, cor, tipo de pelagem, porte fisico, escore corporal, formato
de orelha, disposicdo de cauda, dentre outras caracteristicas e particularidades
gue favorecam a individualizacdo de cada cdo. O ultimo procedimento foi a

realizacéo de pelo menos duas fotos dos animais em angulos diferentes.
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Figura 11- Fotos ilustrativas dos dispositivos utilizados na microchipagem e dos procedimentos
adotados- (A), o microchip (B), a colocacao do microchip (C) e a leitura de localizacdo (D).
Fonte: do autor

Figura 12- Foto ilustrativa da coleira artesanal. Fonte: do autor
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4.5 Avaliagdes epidemioldgicas, clinicas e semioldgicas dos animais

No momento da captura, cada animal foi examinado clinica e
semiologicamente (Figura 13), no intuito de se avaliar o estado geral de seu
organismo, considerando-se sinais e sintomas. Para cada céo foi preenchida
uma ficha onde privilegiou-se avaliar as alteragBes clinicas mais comuns a
cées infectados por Leishmania, (apéndice B). Os parametros semioldgicos
também foram anotados em uma ficha (apéndice C). No caso dos animais

possuirem donos e/ou algum histérico, foi preenchido também um questionario

epidemiologico (apéndice D).

Figura 13 — Fotos ilustrativas dos exames clinico e semiolégico dos animais. Fonte: do autor.
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Os animais foram submetidos a exame clinico minucioso, onde foram
pesquisadas as seguintes alteracdes clinicas: onicogrifose, ceratoconjuntivite,
alteracoes de pele e pelos, edema de patas, paresia de membros posteriores,
hemorragias, hepatomegalia, esplenomegalia, alteracbes de linfonodos,
coloracdo de mucosas, diarréia, coriza e quaisquer outras que no momento da
avaliagdo fossem consideradas relevantes. No caso das alteragbes estarem
presentes, foram classificadas em leves, moderadas e graves.

Na semiologia foram avaliados parametros de temperatura, palpacéo,
percussdo, auscultacdo, grau de hidratacdo e estado geral dos animais.
Quando presentes, as alteracdes foram especificadas e quantificadas.

Em funcdo da necessidade de material bioldgico para a padronizacédo do
teste ELISA UFOP, os primeiros 42 animais oriundos do canil municipal néo
foram submetidos aos exames clinicos e semioldgicos. Nestes animais foram
realizadas coletas de sangue e avaliacOes de caracteristicas fisicas exteriores
(Zootécnicas).

Clinicamente, os animais foram classificados segundo normatizacédo de
dois autores:

- Mancianti e colaboradores (1988): classificam os caes clinicamente nos
seguintes grupos: assintomaticos, aqueles que apresentam auséncia de sinais
e sintomas sugestivos de infeccdo por Leishmania sp; oligossintomaticos,
aqueles que apresentam adenopatia linféide, leve diminuicdo no peso e/ou
pelos opacos e; sintomaticos, aqueles que apresentam todos ou alguns dos
sinais severos (graves) da doenca, i.e. alteracfes cutaneas (alopecia, eczema
furfurdceo, Ulceras), onicogrifose, ceratoconjuntivite, rigidez de membros
posteriores, etc.

- Quinnell e colaboradores (2003): foram consideradas as seguintes alteracdes
clinicas compativeis com leishmaniose visceral, sendo alopecia, dermatite,
Ulcera, conjuntivite, onicogrifose e linfadenopatia, totalizando 06 itens a serem
contemplados. Cada um destes foram quantificados e pontuados em
AUSENTE, recebendo nota zero; LEVE, recebendo nota um; MODERADO,
recebendo nota 2; e GRAVE, recebendo nota 3. Os animais foram classificados

segundo uma escala que levou em conta o somatério de pontos atribuidos,
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sendo classificados em ASSINTOMATICOS aqueles com pontuagéo entre 0 e
2, OLIGOSSINTOMATICOS os que tiveram pontuacdo entre 3 e 6 e
POLISSINTOMATICOS os animais que receberam entre 7 e 18 pontos.

4.6 Parametros utilizados na classificacdo das caracteristicas fisicas e

exteriores dos animais (zootécnicas)

- Faixa etaria: Na classificacdo da faixa etaria dos animais, foram
considerados filhotes, aqueles com idade até 01 ano. Na categoria de adultos
foram incluidos aqueles com mais de um ano até o limite de 10 anos de idade.
Finalmente, foram considerados idosos 0s animais com mais de 10 anos de
idade.

- Pelagem: As pelagens dos animais foram classificadas em curtas, médias e
longas, utilizando-se dos critérios abaixo discriminados:

Curtas — sédo aquelas nas quais os pelos usualmente crescem pouco, de forma
gue figuem rentes a pele. Para esta classificacdo foram utilizados como
referéncia as pelagens das racas Pinscher, Fox Paulistinha, Bull Terrier,

Chihuahua, Dobermann e Boxer;

Médias — sdo aquelas pelagens intermediarias, nas quais 0s pelos crescem
mais que aqueles que ficam rentes a pele, porém, ndo chegam a um tamanho
em que se necessite da realizacdo de tosa. Sao pelagens tipicas das racas

Pastor Alemao, Golden Retriever e Labrador;

Longas — sdo aquelas nas quais os pelos crescem muito, sendo que em
algumas racas chegam a cobrir os olhos, orificios, vindo a se arrastarem ao
chéo, embolarem, fazendo-se necessaria a tosa peridédica para a manutencéo
da saude e bem-estar do animal e até mesmo por questdes estéticas. Para
esta categoria, utilizou-se como referéncias as pelagens das racas Lhasa Apso,

Poodle, Pequinés e Shih tzu.
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- Raca: Na classificacdo do grupo racial, os animais foram enquadrados de
acordo com as caracteristicas e padrdes estabelecidos de cada raga. Aqueles
animais que ndo estavam rigorosamente dentro de um padrdo racial pré-

estabelecido foram classificados como “Sem raca definida” (SRD).

- Porte fisico: Para a classificacdo de porte fisico foram considerados a altura
da cernelha e comprimento do animal, utilizando-se como referéncia o padréo
dessas caracteristicas tipicas em determinadas ragas (animal adulto), sendo
agrupados nas categorias: porte pequeno, médio e grande. Para dirimir
qualquer davida, foi considerado também o peso do animal. Baseando-se em
tais critérios, os animais foram agrupados em trés categorias, a saber:

Pequeno — Animais com altura e comprimento semelhantes aos da raca
Pinscher, Chihuahua, Lhasa Apso, Pequinés, Fox Paulistinha, Poodle Toy,
dentre outras com porte semelhante. Quando o comprimento ou a altura dos
animais nao foi compativel com o do padrdao pré-estabelecido para o “Porte
pequeno”, foram considerados como de porte pequeno aqueles animais com

peso até 10 quilos;

Médio — Animais com altura e comprimento semelhante aos das racas Setter
Irlandes, Cooker Spaniel Inglés, dentre outras. Quando o comprimento ou
altura ndo foi compativel com o do padréo pré-estabelecido para “Porte Médio”,
foram considerados como de porte médio aqueles animais com peso corporal
maior que 10 quilos e até 25 quilos. Um exemplo classico desta situacéo é o da
raca Basset Hound, que possui altura de “porte pequeno” e comprimento de
‘porte médio”. Para definicdo de qual categoria o animal pertenceria,

consideraria-se 0 peso corporal, que o colocaria no grupo de porte médio.

Grande — Animais com altura e comprimento semelhantes aos das racas Pastor
Alemao, Rottweiler, Dogue Alemao, Fila Brasileiro, Sdo Bernardo, Coolie,
dentre outros com porte semelhante. Quando o comprimento ou altura ndo foi
compativel com o do padrdo pré-estabelecido para “porte grande”, foram
considerados como de porte grande, aqueles animais com peso corporal acima

de 25 quilos.
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4.7 Diagnostico sorolégico

O diagnéstico soroldgico da LVC foi feito utilizando-se de varias técnicas:
inicialmente foi realizado o teste imunocromatografico “TR DPP® KIT”
(FIOCRUZ, Bio-Manguinhos, RJ, Brasil), em seguida, foi feito o ELISA-
“‘Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”, utilizando o Kit “EIE- Leishmaniose
visceral canina®” (FIOCRUZ, Bio-Manguinhos, RJ, Brasil), e finalmente, outro
ELISA com antigenos totais de Leishmania infantum (MHOM/BR/1972/BH46)
da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), cedidos gentilmente pelo Prof.
Dr. Alexandre Reis.

O Teste ELISA da Bio-Manguinhos, em consonancia com o Ministério da
Saude, foi considerado o resultado confirmatério e seus resultados foram
comparados com os dos outros dois testes utilizados, ELISA UFOP e DPP.

Todos os KITs da Bio-Manguinhos foram doados gentilmente pelo Prof.
Dr. Renato Porrozzi, do laboratorio de pesquisas em leishmanioses do Instituto
Oswaldo Cruz, em parceria com Edmilson D. Silva, do Laboratério de

Tecnologia Diagnostica, Bio-Manguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.

4.7.1 Teste imunocromatografico “TR DPP® Kit”, (FIOCRUZ, Bio-
Manguinhos, RJ, Brasil)

Este teste € do tipo imunocromatogréafico rapido e, de acordo com o
fabricante, emprega uma combinacdo de proteina A conjugada a particulas de
ouro coloidal e anticorpos especificos para Leishmania. Em sequéncia, reage
com antigenos recombinantes de Leishmania ligados a uma membrana (fase
sélida). O antigeno utilizado €é composto pela proteina recombinante
denominada K28, composta por fragmentos de antigenos K9, K26, e K39 do
complexo Leishmania donovani (comunicacao pessoal do Professor Dr. Renato
Porrozzi-FIOCRUZ). Segue-se a seguinte metodologia: 5ul de soro é colocado

no poco 1 do cassete (Amostra + Tampao), seguida pela adi¢cdo de 2 gotas do
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tampéo de corrida. O tampao propicia o fluxo lateral promovendo a ligagcado dos
anticorpos aos antigenos. Aguarda-se 5 minutos, periodo em que ocorrera a
migragdo da amostra e do tampao ao longo do suporte do teste. Em seguida,
adiciona-se 4 gotas de tampao de corrida no poco 2. O conjugado se liga aos
anticorpos especificos para Leishmania, produzindo uma linha (roxa/rosa) na
area do TESTE (T). Na auséncia de anticorpos para Leishmania a linha
(roxa/rosa) ndo aparece na area do TESTE (T). Em ambos os casos, a amostra
continua a migrar ao longo da membrana produzindo uma linha (roxa/rosa) na
area do CONTROLE (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. Os resultados podem ser interpretados visualmente ou com a ajuda
de um leitor DPP®,10 minutos apds a adi¢do tampao no pogo 2.

Um resultado NAO REAGENTE é indicado por uma linha roxa/rosa na
area de CONTROLE (C) e nenhuma linha na area do TESTE (T). Esse
resultado sugere a auséncia de anticorpos para Leishmania na amostra, mas
nao exclui a possibilidade de infec¢do por Leishmania.

A deteccéo de duas linhas (roxa/rosa): uma na area de CONTROLE (C)
e outra na area de TESTE (T) indica um resultado reagente. A intensidade da
linha na éarea TESTE (T) varia de claro a muito escuro conforme a
concentracdo de anticorpos especificos. Assim, a linha na area do TESTE (T)
pode ter aparéncia diferente da linha na area de CONTROLE (C). Isto nao
invalida o teste.

Um teste REAGENTE significa que anticorpos para Leishmania foram
detectados. Uma linha roxa/rosa deve sempre aparecer na area de
CONTROLE (C), independente da presenca ou nado da linha da area do TESTE
(T). Caso uma linha roxa/rosa ndo seja visivel na area de CONTROLE (C) o
teste deve ser considerado invalido, ndo podendo ser interpretado. O teste
permite o diagndstico num prazo de 15-20 minutos. Seguem abaixo fotos

ilustrativas do teste DPP (Figura 14).
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Figura 14 — Fotos ilustrativas dos suportes (cassetes) utilizados no teste DPP, destacando
resultado negativo e positivos de diferentes intensidades, além do leitor 6tico. A - resultado
negativo; B — resultado positivo (intensidade fraca); C — resultado positivo (intensidade forte); D
— leitor otico do teste. Fonte: do autor.

Neste trabalho, foram considerados reativos os cassetes que tiveram
indicacdo no leitor 6tico como positivos, sendo mensuradas as intensidades
das reacdes. Portanto, o aparelho foi considerado o dispositivo confirmatério do
teste.
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4.7.2 ELISA (Kit "EIE- Leishmaniose visceral canina®”, FIOCRUZ, Bio-
Manguinhos, RJ, Brasil).

O protocolo foi utilizado como descrito pelo fabricante. O teste foi
realizado em placas de 96 pocos previamente sensibilizada com antigenos
sollveis e purificados de Leishmania major like. Preparou-se a solucédo do
diluente da amostra/conjugado utilizando-se 0s seguintes componentes:
diluente da amostra/conjugado (5 x), lecitina de leite e agua destilada. Os soros
controles e os das amostras foram diluidos na solucdo do diluente da
amostra/conjugado na concentracao de 1:100 e homogeneizados. Em seguida,
transferiu-se 100yl da solugdo de cada soro para placa previamente
sensibilizada. Em cada placa foram utilizados dois soros controles positivos,
trés soros controles negativos, dois po¢cos sem soro para controle de conjugado
e as amostras de soro a serem analisadas. A placa foi selada com folha
adesiva e incubada a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, a folha adesiva foi
descolada e a placa foi lavada por 6 vezes com solucéo de tampéao de lavagem
(20 x), sendo utilizado por vez, 200ul/por orificio (poco), sendo aguardado
tempo de 30 a 60 segundos entre cada lavagem. Em seguida dilui-se o
conjugado no diluente da amostra/conjugado diluido, que foi preparado
anteriormente. Apdés homogeneizacdo, distribuiu-se 100ul da diluicdo do
conjugado em cada orificio (poco). Em seguida a placa foi selada com folha
adesiva e incubada a 37°C por 30 minutos. Passado este tempo, descolou-se a
folna adesiva e a placa foi nhovamente lavada por 6 vezes com tampéao de
lavagem (20 x), sendo depositado em cada orificio (poc¢o) 200pl.

Em seguida preparou-se a solucdo do substrato que foi composta por
diluente do substrato, cromégeno (TMB) e o substrato (H,0,). Esta solucéo foi
preparada em frasco escuro (ao abrigo da luz). Este preparo foi feito alguns
minutos antes do uso. Em seguida, distribui-se 100ul da solucdo do substrato
em todos os orificios (poc¢os), rapidamente. A placa foi deixada a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 minutos. Em seguida, a reacéo foi
bloqueada utilizando-se 50ul de &cido sulfurico 2M em todos os orificios

(pocos). Em seguida foi feita a leitura da placa. Esta foi feita em
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espectrofotbmetro para microplacas equipado com filtro de 450nm. S&o

mostradas abaixo fotos ilustrativas do teste ELISA (Figura 15).

Figura 15 — Fotos ilustrativas do teste ELISA, mostrando a placa padrdo com 96 pocos (A), e
leitor de placas (B). Fontes: do autor

O cut-off foi calculado a partir da média das densidades 6pticas (DO)
dos controles negativos dentro da faixa de validacdo do teste. Caso fosse
encontrada alguma DO fora da faixa de validacdo do teste, este seria
descartado. Assim, de acordo com o fabricante, foi considerado teste valido
guando os valores da densidade o6tica estiveram nas seguintes faixas:
CONTROLE POSITIVO: = 0,500 de DO; CONTROLE NEGATIVO: = 0,050 <
0,12 de DO. O cut-off foi calculado através da seguinte férmula: CO = XCN x 2,
onde: XCN= média da densidade 6tica dos orificios do controle negativo, DO=
densidade 6tica, CN= controle negativo.

Foram consideradas amostras REAGENTES as que apresentaram
densidade otica igual ou superior ao cut-off. As NAO REAGENTES foram
aquelas com densidade dtica inferior ao cut-off e as INDETERMINADAS,
aquelas que apresentaram DO entre o cut-off e "FAIXA CINZA”. Esta faixa foi
calculada multiplicando-se o valor do cut-off por 1,2. Todas as amostras que
apresentaram valores de densidade 6tica na “FAIXA CINZA” foram repetidas
em novo exame. Se em novo exame mantiverem-se na mesma faixa,
recomenda-se a utilizacdo de outras metodologias para a confirmacdo desse

resultado, que devera ser considerado como INDETERMINADO. O controle do
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conjugado (SS) ndo poderd apresentar valores superiores aos da densidade
Otica dos controles negativos multiplicados por 1,5.
Todas as amostras consideradas reativas tiveram pelo menos dois

resultados iguais.

4.7.3 ELISA “in house”, com antigenos provenientes da UFOP (ELISA
UFOP)

Foi realizado segundo proposto por Voller e colaboradores (1979) e
Coura-Vital (2011), com pequenas modificagbes. O antigeno solavel utilizado
foi de promastigotas de L. infantum (MHOM/Br/1972/BH46), cedido pelo
professor Dr. Alexandre Reis (UFOP). O mesmo foi transportado sob
refrigeracdo para o laboratorio de Parasitologia, Imunologia e Microbiologia da
UFJF e armazenado a temperatura de - 20°C, até 0 momento do uso.

Placas de poliestireno (96 pocos, fundo chato, marca Corning/Costar),
foram sensibilizadas com 0,5ug de antigenos por poco diluido em tampéao de
ligacdo no volume de 100pul por poco. As placas foram vedadas e deixadas na
geladeira por 16 horas a temperatura de 4°C. Em seguida, foi retirada a
vedacdo e procedeu-se a lavagem das placas por 4 vezes com tampao de
lavagem, usando-se 200ul por poco. No passo seguinte, as placas foram
bloqueadas com 150ul de tampéo de bloqueio por poco. Na sequéncia, foram
colocadas em camara umida a temperatura de 37°C por um periodo de 1 hora.
Posteriormente, as placas foram lavadas com tampéao de lavagem utilizando-se
200l por poco, repetindo-se o procedimento por 4 vezes. Procedeu-se a
diluicdo da amostra de soro a 1:80 em solucdo de incubacdo. A solucdo de
tampéo de incubacédo foi composta por 30 ml de PBS + 0,075 g de molico e
15ul de tween 20. Foi adicionado 3pl de soro de cada amostra e 247 pl de
tampédo de incubacdo (1:80). Entdo, 100ul das diluicbes foram colocadas em
cada poco e as placas foram deixadas a temperatura de 37°C por 30 minutos.
Em seguida, as placas foram novamente lavadas com tampéo de lavagem,
utilizando-se 200ul por orificio em 4 oportunidades, em sequéncia. Foi

adicionado conjugado peroxidase anti-igG total de cao (Bethyl laboraytories, inc
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Montgomery, Texas, EUA) na diluicdo de 1:8000 (1ul de ant-igG + 8000pl de
tampéo de incubacgédo). Foi adicionado em cada poco 100ul da solucéo.
Posteriormente, as placas foram incubadas pelo periodo de 30 minutos a
temperatura de 37°C. As placas foram lavadas com o mesmo tampado de
lavagem, depositando-se 200ul por orificio, repetindo-se o procedimento por 5
vezes. Posteriormente, foi adicionado 100ul da solucéo do substrato, composta
por 8 ml de citrato de sddio 1X + 4 ml de acido citrico 1X + 12 mg de OPD +
48ul de H30,. Logo ap6s um periodo de 1 a 2 minutos, as reacbes foram
interrompidas com acido sulfurico (1:20). As forma¢des do complexo antigeno-
anticorpo foram reveladas através de leitura Gtica em leitor de ELISA a 492 nm
(Multiskan Ex-Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finlandia). Para cada
placa, o ponto de corte (“Cut-off’) foi estabelecido a partir da média das
absorbancias de 7 soros de caes nao infectados, procedentes de Juiz de Fora,
acrescido de 2 desvios-padrdes. Os testes diagnosticos utilizados na escolha
destes animais foram o ELISA “EIE-Leishmaniose visceral canina®” (FIOCRUZ,
Bio-Manguinhos, RJ, Brasil), Imunocromatografico “TR DPP® Kit” (FIOCRUZ,
Bio-Manguinhos, RJ, Brasil), além da PCR em tempo real e convencional.

Os soros controle positivos foram cedidos pelo professor Dr. Alexandre
Reis (UFOP). Foram utilizados sete controles negativos e dois controles
positivos. Para o controle dos conjugados foram utilizados 2 pocos de cada
placa, sendo adicionados 100yl de tampao de incubacdo em cada um desses,
sem a acado dos conjugados. Todas as amostras de soro foram utilizadas em

duplicata.
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4.8 Analise Estatistica dos dados

4.8.1 Delineamento do estudo

Os resultados de positividade dos testes soroldgicos foram utilizados
para construcdo de uma proporcao de positividade (estudo transversal ou
prevaléncia). Adicionalmente, foram realizadas analises pareadas utilizando
varios testes diagnésticos (DPP, ELISA-BIO e ELISA UFOP), tendo em vista o
diagnéstico da LVC. A proporcdo de concordancia dos testes DPP e ELISA
UFOP em relagdo ao ELISA Bio-Manguinhos, considerado o teste de
diagnostico confirmatoério, de acordo com o Ministério da Saude, foi avaliada e
definido um intervalo de confianga de 95%. Finalmente, foram realizados
estudos analiticos para avaliar fatores associados a positividade no ELISA Bio-

Manguinhos.

4.8.2 Variaveis do modelo univariado e multivariado para positividade do
ELISA Bio-Manguinhos.

Como variavel resposta para os modelos explicativos (analises uni e
multivariadas) foi considerado o resultado do ELISA Bio-Manguinhos
(diagnéstico confirmatério). Como possiveis explicativas foram consideradas as
classificacdes clinicas por Quinnell et al., (2003) e Mancianti et al., (1988) o
sexo, o tipo de pelagem, o porte fisico, a faixa etaria, o grupo racial e a origem
(Canil e ONG).
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4.8.3 Analises estatisticas

Foram realizadas analises da concordéancia entre o ELISA-UFOP e DPP
com o ELISA Bio-Manguinhos (considerado como “padrao ouro”), utilizando-se
o programa Open Epi. Foram estimadas as prevaléncias de animais positivos
nos trés testes empregados no trabalho e os respectivos intervalos de
confianca de 95% pelo Epi Info.

Procedeu-se analises de regressao logistica univariadas e multivariadas

para avaliar possiveis varidveis explicativas para a positividade ao ELISA Bio-
Manguinhos, utilizando o Epi Info. O nivel de significancia considerado foi de
0,05.
As variaveis que apresentaram p<0,20 nas analises univariadas foram
consideradas num modelo multivariado para avaliar o efeito independente de
cada uma delas. Foi utilizado o método “backward” na construcdo do modelo
multivariado final.

O software Epi Info foi utilizado para armazenamento e gerenciamento

dos dados.

4.9 Consideracdes éticas

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEEA no. 03/2010, CEEA
063/11), como disposto no Apéndice F.
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5 RESULTADOS

Parte deste trabalho ja foi aceita para publicacdo na Revista do Instituto
de Medicina Tropical de S&o Paulo (Apéndice G).

5.1 Caracteristicas da populacdo amostral

A tabela 1 mostra a procedéncia da populacdo amostral utilizada no
estudo. Como pode ser observado, a amostra dos cdes pesquisados foi
composta por 781 animais, sendo que a maioria, 459 caes (58,77%) foi oriunda
do Canil Municipal e 322 (41,23%) foram procedentes de ONGs. Dentre os
procedentes das ONGs, a maioria veio da Br-040, com percentual de 23,95% e
as demais entidades tiveram representatividade abaixo de 10% (Tabela 1).

Em relacdo as ONGs, um total de nove Sociedades Protetoras de
Animais fizeram parte deste estudo, nas quais oito destas estédo localizadas na
zona urbana e uma na zona rural. A maior parte dos animais foi procedente da
BR-040 (58,07%); seguida de Paula Lima (12,42%); Bairro Paineiras (12,11%);
Bairro Vila Ideal (5,90%), Bairro Filgueiras (3,11%), Bairro Ipiranga (3,11%),
Bairro Monte Castelo (2,80%), Bairro Aeroporto (1,86%) e Bairro Alto Grajad
(0,62%).

Tabela 1- Procedéncia da populacdo amostral (n=781).

Localizacdo  Coordenadas Altitude N %
geograficas (m)
Canil Municipal urbano 21°44°59,8” S 705 459 58,77
43°26°49,5" O

ONGs
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Br-040

Bairro Paineiras

Bairro Vila Ideal

Bairro Filgueiras

Bairro Ipiranga

Bairro Monte Castelo

Bairro Aeroporto

Bairro Alto Grajau

Paula Lima

urbano

urbano

urbano

urbano

urbano

urbano

urbano

urbano

Rural

21°75'38,7”
43°44'38,6” O

21°45'57,2” S

43°21°21,4” O
21°46°36,9 " S
43°19'35,0” O
21°39'58,2” S

43°18'03,9” O
21°48'54,3” S
43°20'46,9” O
21°44’52,0” S

43°22'47,9” O
21°47°49,0” S
43°23'23,3” O
21°44°351” S
43°20'26,7” O
21°34°34,9” S

43°29'10,5” O

S 800

788

666

805

815

815

856

839

716

187

39

19

10

10

09

06

02

40

23,95

4,99

2,43

1,28

1,28

1,15

0,77

0,26

512

Dentre as caracteristicas fisicas exteriores dos animais (tabela 2), foram

abordados 0s seguintes parametros: sexo, grupo etario, tipo de pelagem, porte

fisico e grupo racial. Dentre os 781 animais pesquisados, 511 foram do sexo

feminino e 270 do sexo masculino, 0 que representou 65,43% e 34,57% do

total da amostra, respectivamente. Em relacdo ao grupo etario, 637 animais

(81,56%) foram considerados como adultos, 104 animais (13,32%) como
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idosos e 40 animais (5,12%) como filhotes. Quando pesquisados os tipos de
pelagem dos animais, foram encontrados 460 cédes (58,9%) com pelagem
curta, 167 caes (21,38%) com pelagem média e 154 (19,72%) com pelagem
longa. No estudo do porte fisico dos animais foram encontrados 454 cées
(58%) de porte médio, 184 caes (23,43%) de porte pequeno e 145 cdaes
(18,57%) de porte grande. Classificando-se os caes quanto aos grupos raciais,
681 animais (87,19%) foram considerados como “Sem raga definida” (SRD), 35
animais (4,48%) foram de raca Poodle, 14 animais (1,79%) foram da raca
Pastor Aleméo, 11 (1,41%) foram da raca Labrador, 11 animais foram da raca
Pit Bull (1,41%) e o restante foram de varias outras racas que apresentaram
menores expressdes numérica e percentual, estando descritos na tabela 2.
Como pode ser observado, a maioria dos animais componentes da amostra

foram cadelas adultas, sem raca definida, de porte médio e pelagem curta.

Tabela 2- Classificacdo da populacdo amostral quanto as caracteristicas fisicas
exteriores (n= 781).

n %

Sexo Masculino 270 34,57

Feminino 511 65,43
Tipo de Curta 460 58,9
pelagem

Média 167 21,38

Longa 154 19,72
Porte fisico Pequeno 183 23,43

Médio 454 58,00

Grande 145 18,57

Grupo etario Filhote 40 5.12




Grupo racial

Adulto
Idoso

SRD (Sem raca
definida)

Poodle

Pastor aleméo
Labrador

Pit bull
Rottweiler
Dachshund
Pinscher

Lhasa apso
Husky siberiano

oid english
sheepdog

Golden retriever
Boxer

Yorkshire

Fila brasileiro
Fox paulistinha
Weimaraner

Beagle

637

104

681

35

14

11

11

81,56

13,32

87,19

4,48

1,79

1,41

1,41

0,89

0,64

0,51

0,38

0,26

0,13

0,13

0,13

0,13

0,13

0,13

0,13

0,13
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Em relagdo aos sinais clinicos e semiologicos, dos 781 animais
componentes da amostra (Figura 16 e 17), 739 cées (94,62%) foram
submetidos a tais exames e apenas 42 caes (5,38%) nado foram examinados
(Tabela 3). Como pode ser verificado, a perda de peso foi o sinal clinico mais
prevalente, seguida de hipocoloragdo de mucosas (11,50%), onicogrifose
(11,36%) e opacidade de pelos (10,41%). Outros sinais clinicos presentes em
menos de 10% da populacdo analisada também foram observados e estédo

descritos na tabela 3.

Tabela 3- Sinais clinicos e semioldgicos da populagdo amostral (n= 739).

Sinais clinicos e semiolégicos n %
Perda de peso 97 13,12
Hipocoloracdo de mucosas 85 11,50
Onicogrifose 84 11,37
Opacidade de pelos 77 10,42
Desidratacdo 47 6,36
Estado geral ruim 33 4,46
Conjuntivite 32 4,33
Alopecia 25 3,38
Aumento de temperatura corporal 22 2,98
Dermatite 15 2,03
Ulcera 11 1,44
Diarréia 7 0,95
Caquexia 7 0,95
Linfadenopatia 6 0,81
Edema pulmonar 5 0,68

Coriza 5 0,68




Esplenomegalia
Hepatomegalia
Epistaxe
Hematuria
Tosse

Mioclonia

0,27
0,14
0,14
0,14
0,14

0,14
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As figuras 16 e 17 ilustram varios sinais clinicos observados na

populacdo amostral. Como pode ser visto, foram verificados animais com

alteracoes de pele, as quais incluiam dermatites, feridas em ulceras, alopecia e

descamacbes. Além disto, alguns animais também apresentavam caquexia,

conjuntivite, linfoadenopatias, onicogrifose e hipocoloragdo de mucosas, dentre

outros.
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Figura 16 - Fotos ilustrativas dos sinais clinicos dos animais da amostra. A- Dermatite em membro posterior,
B- Feridas em dlceras em membros anteriores; C Feridas em Ulcera de extremidade auricular, D- Alopecia peri
orbital e descamacédo do focinho; E- Dermatite em cauda e regido peri anal; F- Descamagéo ao redordo
focinho; G- Caquexia e ferida em Glcera - membro anterior direito; H-1 — Caquexia. Fonte: Do autor.
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Figura 17— Fotos ilustrativas dos sinais clinicos dos animais da amostra. A- Conjuntivite; B- Mucosa
hipocorada; C- Aumento de linfonodo sub mandibular, D- Aumento de linfonodo popliteo; E, F- Onicogrifose em
membros anteriores. Fonte: Do autor.
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No intuito de classificar os animais em relacdo aos sinais clinicos da LVC
(tabela 4), foram utilizados parametros distintos de dois autores: Quinnell et al.,
(2003) e Mancianti et al., (1988). Como pode ser observado, a grande maioria
dos animais foi classificada como assintomaticos por ambos os autores.
Segundo a classificagcdo clinica de Quinnell e colaboradores (2003), dentre 0s
739 animais examinados, 692 foram enquadrados como assintomaticos
(93,64%), 43 foram classificados como oligossintoméaticos (5,82%) e 04 foram
categorizados como polissintométicos (0,54%). Avaliando-se 0s animais
segundo a metodologia de Mancianti et al., (1988), 527 caes foram
classificados como assintomaticos (71,31%), 125 animais foram incluidos na
categoria de oligossintomaticos (16,92%) e 87 foram enquadrados em
sintoméaticos (11,77%).

Tabela 4 - Classificacdo clinica dos animais segundo Quinnell et al., (2003) e
Mancianti et al., (1988) ( n= 739).

Quinnell et al., (2003) Mancianti et al., (1988)
n (%) n (%)
Assintomaticos 692 (93,64%) 527 (71,31%)
Oligossintomaticos 43 (5,82%) 125 (16,92%)
Polissintomaticos ou 04 (0,54%) 87 (11,77%)

sintomaticos
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5.2 Diagnostico sorolégico da LVC

Em relagéo ao teste DPP, este foi utilizado em todos os 781 animais que
constituiram a populagdo amostral. Como pode ser observado na tabela 5, na
amostra total, 38 animais (4,87%) foram positivos a este teste, sendo que 21
destes (4,58%), a maioria, foi procedente do canil municipal e 17 (5,28%)
oriundos de ONGs.

Em relacédo ao teste sorologico ELISA Bio-Manguinhos (tabela 5), foram
encontrados 17 animais positivos, 0 que representou 2,18% da amostra total. A
maioria dos caes positivos no teste foram oriundos do canil municipal,
totalizando 15 animais (3,27%) e apenas 02 cées (0,62%) foram oriundos das
ONGs.

Em relacdo ao diagndstico sorolégico utilizando o ELISA-UFOP (tabela 5),
o mesmo foi realizado com o soro procedente apenas dos animais do Canil
Municipal em uma populacdo amostral de 459 cdes. Como pode ser verificado,
dentre os animais analisados, um total de 63 animais foi positivo a este teste, o

gue representou 13,73% dentre a populacao analisada.



Tabela 5 - Diagnéstico soroldgico pelas técnicas imunocromatogréfica DPP,

ELISA Bio-Manguinhos e ELISA UFOP.

DPP?
Canil Municipal ONGs TOTAL IC 95%*
n (%) n (%) n (%)
Positivo 21 (4,58) 17 (5,28) 38 (4,87) 3,5-6,7
Negativo 438 (95,42) 305 (94,72) 743 (95,13) 93,3-96,5
Total 459 (100) 322 (100) 781 (100)
ELISA Bio-Manguinhos®
Canil Municipal ONGs TOTAL IC 95%*
n (%) n (%) n (%)
Positivo 15 (3,27) 2 (0,62) 17 (2,18) 1,3-3,5
Negativo 444 (96,73) 320 (99,38) 764 (97,82) 96,5-98,7
Total 459 (100) 322 (100) 781 (100)
ELISA UFOP®
Canil Municipal IC 95%*
n (%)
Positivo 63 (13,73) - - 10,8-17,3
Negativo 396 (86,27) - - 82,7-89,2
Total 459 (100) - -

*Testes realizados em animais do Canil municipal e ONGs. "Teste realizado em

animais do Canil municipal. *IC (Intervalo de Confianca)

5.3 Fatores associados a positividade por ELISA Bio-Manguinhos- Analise

univariada

Foram analisadas as variaveis procedéncia dos animais, classificacdes
clinicas da LVC por Quinnell et al., (2003) e Mancianti et al., (1988) e
caracteristicas fisicas exteriores dos animais (zootécnicas), em relacdo teste

diagndstico confirmatorio (ELISA Bio-Manguinhos), conforme mostra a tabela 6.
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Em relac@o a procedéncia, a grande maioria dos animais considerados
positivos para LVC pelo teste ELISA Bio-Manguinhos, foi oriunda do canil
municipal, 15 (3,2%) e apenas 2 (0,6%) foram procedentes de ONGs. Esta
variavel apresentou forte associacdo com o desfecho (p= 0,02) mostrando que
os animais do canil apresentam 5,4 vezes mais chances de positividade por
ELISA Bio-Manguinhos em comparagéo aos animais provenientes de ONGs.

Numa analise levando-se em consideracao a classificacdo de sintomas
da LVC adotada por Mancianti et al., (1988), dentre o total de 739 animais
examinados, 527 apresentaram-se “sem sintomas”, e dentre estes, 11 (2,1%)
foram positivos, enquanto 212 mostraram-se “‘com sintomas” e neste grupo, 6
(2,8%) foram positivos. Entretanto, ndo houve associagéo estatisticamente
significativa entre a classificacdo clinica por estes autores em relacdo ao
desfecho (p=0,35).

Levando-se em consideragéo a positividade por ELISA Bio-Manguinhos
e a classificacdo de sintomas da LVC adotada por Quinnell et al., (2003), dentre
0s 739 animais que foram analisados, a maioria foi considerada " sem
sintomas"” para a LVC (n=693) e nesta amostra, 13 foram positivos ao teste
sorologico (1,9%). Poucos animais apresentavam "sintomas" (n=46) e, dentre
estes, 04 foram positivos ao teste (8,7%). Esta variavel, "sintomas por Quinnell
et al., (2003)", apresentou forte associacdo com o desfecho (p=0,01) e houve
4,98 (1,55-15,94) vezes mais chances de animais "com sintomas" serem
positivos ao teste sorolégico ELISA Bio-Manguinhos em relacdo aqueles "sem
sintomas".

Em relacdo ao sexo, a grande maioria da populacdo estudada (n=781)
foi de fémeas (n=511), e dentre estas, 7 (1,4%) foram positivas ao teste
sorologico. Entre os 270 machos, 10 animais foram positivos ao teste,
representando 3,7% destes. Os resultados obtidos sugerem uma associacao
estatistica entre sexo masculino e positividade por ELISA Bio-Manguinhos, uma
vez que a OR foi de 2,76 (IC 95% = 1,04-7,35), sendo estes resultados
préximos dos limites de significancia (borderline), observando portanto, que por
muito pouco o 1 nao ficou compreendido no IC 95%. Cabe salientar também,
gue o valor de p foi muito préximo do limite de significancia (p=0,06).

Analisando os tipos de pelagem, dentre a populacdo total amostral

(n=781), a maioria apresentou pelagem curta (n=460), sendo que dentre estes,
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11 caes apresentaram positivos ao ELISA Bio-Manguinhos, o que representou
2,4% deste tipo de pelagem. Os animais de pelagem média e longa totalizaram
167 e 154 cées, respectivamente, com 3 animais positivos ao teste soroldgico
em ambos os tipos de pelagem, o que representou 1,8% dentre os de pelagem
média e 1,9% nos de longa.

Os resultados mostram que ndo houve associacao estatistica entre tipos
de pelagem e positividade por ELISA-Bio (p=0,88). Na combinacdo de
pelagens (longa/curta) a OR foi de 0,81, ndo sendo portanto, significativa. Na
combinacdo de pelagens (média/curta) a OR foi de 0,74 e também néo foi
significativa.

Em relagdo ao porte fisico, foram avaliados os 781 animais que
constituiram a amostra, sendo que 182 foram classificados como "pequeno”,
454 como "médio” e 145 como "grande”. Quando associado o porte fisico dos
animais com a positividade no ELISA Bio-Manguinhos, foi observado que a
maioria (n=14) apresentou porte meédio, representando 3,1% desta categoria; 1
animal foi classificado como "pequeno” (0,5%) e 2 como "grande” (1,4%).
Houve uma tendéncia linear borderline (p=0,052) entre o tipo de porte e a
razao de chances de positividade pelo ELISA Bio-Manguinhos. Houve sugestéo
de aumento de positividade pelo ELISA Bio-Manguinhos no sentido
PEQUENO-GRANDE-MEDIO. Houve sugest&o de que os cédes de porte médio
tiveram 5,76 vezes mais chance de positividade que cdes de porte pequeno e
os de grande porte tiveram 2,53 vezes mais chances de positividade em
relacéo aos de porte pequeno.

Em relacdo ao grupo etario, a maioria dos animais da populacéao
amostral (n=781) foi constituida por "adultos” (n=642), seguida de 98 "idosos" e
41 "filhotes". Quando associado o grupo etario dos animais com a positividade
no ELISA Bio-Manguinhos, foi observado que houve 13 cées positivos dentre
0s adultos (2% dentre o grupo etario), 2 cées dentre os idosos (2%) e 2 dentre
os filhotes (4,9%). Nao houve associacdo estatistica entre grupo etario e
positividade por ELISA Bio-Manguinhos (p=0,46).

Em relacdo ao grupo racial, a grande maioria dos animais foi classificada
como SRD (n=681). Objetivando otimizar o célculo estatistico, foi criado o
grupo intitulado “outros”, sendo composto por ragas que néo tiveram resultado

positivo no ELISA Bio-Manguinhos, o que representou 64 animais dentre a
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populacdo amostral. As ragas Labrador, Pastor Alemdo e Pit Bull foram
representadas por 11, 14 e 11 animais, respectivamente. Em relacdo aos
animais positivos ao teste sorolédgico, foi observado um total de 14 animais
SRD (2,1%) e um animal para as ragas Labrador, Pastor aleméo e Pit Bull
(9,1%; 7,1% e 9,1%, respectivamente). Houve associacdo estatistica entre
grupo racial e positividade por ELISA Bio-Manguinhos (p=0,001), sendo que
animais da raga Pit Bull e Labrador apresentaram 19 vezes mais chances de
positividade no teste em comparagédo com grupo chamado de “outros”. Animais
da raca Pastor Aleméo apresentaram 14,7 vezes mais chance de positividade
no ELISA Bio-Manguinhos em comparagao com o grupo “outros”. Animais SRD
apresentaram 2,9 vezes mais chance de positividade no ELISA Bio-

Manguinhos em comparagao como grupo “outros”.
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Tabela 6 - Andlise univariada da positividade por ELISA Bio-Manguinhos em

relacdo a procedéncia dos animais, classificagdes clinicas por Quinnell et al.,

(2003) e Mancianti et al.,

(zootécnicas).

(1988) e caracteristicas fisicas exteriores

ELISA Bio-Manguinhos

Total  Positivo % positivos OR (IC95%)* Valor de p
Origem
Canil 459 15 3,2 5,4(1,22-23,80) 0,02
ONG 322 2 0,6 1
Total 781 17
Classificacéao clinica-
Mancianti et al., (1988)
Sem sintomas 527 11 2,1 1
Com sintomas 212 6 2,8 1,36 (0,49-3,74) 0,35
Total 739 17
Classificagao clinica-
Quinnell et al., (2003)
Sem sintomas 693 13 1,9 1
Com sintomas 46 4 8,7 4,98 (1,55 — 15,94) 0,01
Total 739 17
Sexo
Feminino 511 7 1,4 1
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Masculino
Total
Pelagem
Curta
Média
Longa
Total
Porte Fisico®
Pequeno
Médio
Grande
Total
Grupo Etario®
Filhote
Adulto
Idoso
Total
Raca’®
Outros

SRD

Pastor Alemao

Labrador

270

781

460

167

154

781

182

454

145

781

41

642

98

781

64

681

14

11

10

17

11

17

14

17

13

17

14

3,7

100

2,4

1,8

1,9

0,5

3,1

1,4

100

4,9

2,1

7,1

9,1

2,76 (1,04 — 7,35)

0,74 (0,2-2,70)

0,81 (0,22-2,94)

5,76

2,53

2,48

1,01

2,9

14,78

19

0,06

0,65

0,75
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Pit Bull 11 1 9,1 19

Total 781 17

*OR (odds ratio): razéo de prevaléncia. *Qui-Quadrado para tendéncia linear = 3,75 (p
= 0,052). ® Qui-Quadrado para tendéncia linear = 0,53 (p = 0,46). “Qui-Quadrado de
Mantel-Haenszel para tendéncia linear = 10,56 (p = 0,001)

5.4 Andlise estatistica Multivariada

As andlises estatisticas univariadas realizadas inicialmente entre o
diagnaostico positivo por ELISA Bio-Manguinhos ("Padréo-Ouro”) e as possiveis
variaveis explicativas, mostraram que houve associacdo estatistica do teste
diagnostico com procedéncia (p=0,01), sintomas por Quinnell et al., (2003)
p=0,01 e grupo racial (p=0,001). N&o foram detectadas associacOes
estatisticas com as variaveis classificacdo clinica de sintomas por Mancianti et
al., (1988) p=0,35, tipo de pelagem (p=0,75 e p=0,65) e grupo etario (p=0,47).
As variaveis porte fisico (p=0,052) e sexo (p=0,06), mostraram-se muito
préximas do limite de significancia, sugerindo associagao estatistica.

Como verificado na tabela 7, ao se proceder a andlise no modelo
multivariado, foram observadas associacbes estatisticas entre o ELISA Bio-
Manguinhos positivo e as variaveis procedéncia (canil), e sintomas por Quinnell
et al., (2003). Em relacdo a variavel sexo, esta novamente sugere associacao

com o desfecho, p=0,057, muito préximo do limite de significancia.
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Tabela 7- Analise multivariada do diagnostico por ELISA Bio-Manguinhos com

variaveis explicativas.

VARIAVEL OR (IC95%) Valor de p

Procedéncia (canil/ONG) 5,90 (41,3-26,3) <0,05
Quinnell (sintomatico/assintomatico) 4,98 (1,5-16,4) <0,01

Sexo (M/F) 2,61(0,9-7,04) 0,057

5.5 Concordancia entre os testes

Haja vista a existéncia de um desequilibrio muito grande entre os pares
negativos e pares positivos, associado ao fato de existirem davidas quanto aos
“verdadeiros positivos” e “verdadeiros negativos”, ndo foram realizados os
célculos de sensibilidade e especificidade dos testes. Assim, optou-se
proceder comparacdes pareadas entre o diagnostico pelo ELISA Bio-
Manguinhos, considerado o “padrdo-ouro”, com o DPP e o ELISA UFOP,
mostrados nas tabelas 8 e 9, respectivamente.

A proporcéo de concordancia entre ELISA Bio-Manguinhos com o DPP
foi: resultados positivos = 5,77% (1,5-16,92); resultados negativos = 93,7%
(91,7-95,26); Resultados positivos+negativos = 93,7% (91,73-95,28). Os
calculos mostraram que o desempenho do DPP foi considerado
estatisticamente diferente do ELISA Bio-Manguinhos (p=0,004275). O DPP
detectou 2,5 vezes (1,34-4,64 IC 95%) mais positivos que o teste ELISA Bio-
Manguinhos. O valor de Kappa (sem ponderar) foi de 8,14% (1,69% - 14,59%
IC 95%).

A proporcdo de concordancia entre ELISA Bio-Manguinhos e ELISA
UFOP foi: Resultados positivos = 12,68% (6,31-23,20); Resultados negativos =
86,22% (82,61-89,20); Resultados positivos+ negativos = 86,49% (82,94-
89,42). Os célculos mostraram que o desempenho do ELISA UFOP foi

considerado  estatisticamente  diferente do ELISA Bio-Manguinhos
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(<0,0000001). O ELISA UFOP detectou 6,75 vezes (3,21-14,18 IC 95%) mais
positivos que o ELISA Bio-Manguinhos. O valor de Kappa (sem ponderar) foi de
17,7%.

Tabela 8- Comparacdes pareadas entre o diagnostico pelo ELISA Bio-

Manguinhos (“padrao-ouro”) e pelo DPP.

ELISA Bio-Manguinhos DPP

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
POSITIVOS 3 14 17
NEGATIVOS 35 729 764
TOTAL 38 743 781

Tabela 9 - Comparacdes pareadas entre o diagnostico pelo ELISA Bio-
Manguinhos (“padrao-ouro”) e pelo ELISA UFOP.

ELISA Bio-Manguinhos ELISA UFOP

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
POSITIVOS 9 8 17
NEGATIVOS 54 388 442

TOTAL 63 396 459
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho representa o primeiro inquérito soroldgico da LVC
realizado no municipio de Juiz de Fora. Segundo informa¢des do Setor de
Zoonoses da Secretaria Municipal de Saude, h4 alguns anos ja vinham
ocorrendo diagnosticos esporadicos de LVC no municipio, porém as
investigacBes epidemiologicas mostravam que estes caes ndo eram nascidos
na cidade. Em 2008, foi diagnosticado o primeiro cdo reativo em testes
sorolégicos (ELISA e RIFI) e confirmado por exame parasitolégico (microscopia
direta), realizados na Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED). As investigacOes
epidemiologicas indicaram ser este o primeiro caso autéctone de LVC no
municipio em fungdo do mesmo ter nascido em Juiz de Fora e nunca ter se
ausentado do municipio. O presente estudo buscou conhecer a prevaléncia da
infeccdo canina em Juiz de Fora e avaliar os fatores epidemioldgicos
envolvidos nas ocorréncias. A realizacdo de inquéritos soroldgicos caninos
representa o passo inicial para o conhecimento da real situacdo da doenca na
cidade e balizamento para acbes de controle da LV e prevencdo de
aparecimento de casos humanos. Normalmente os casos de LVC precedem os
de LV, jA que os cdes sdo o0s principais reservatérios domeésticos e
fundamentais na manutencdo do ciclo da doenca (SANTA ROSA &
OLIVEIRA,1997).

Neste trabalho, a prevaléncia da LVC variou de acordo com a técnica
empregada (tabelas 5): o teste DPP apresentou soropositividade de 4,87% (IC
95% de 3,5-6,7%); o ELISA Bio-Manguinhos de 2,18% (IC 95% de 1,3-3,5%) e
o Elisa in house de 13,73% (IC 10,8-17,3%). Em relacdo a variabilidade
observada entre as técnicas, vale a pena destacar que as mesmas apresentam
antigenos diferentes e isto pode refletir nos resultados. O ELISA in house,
realizado com antigenos de L. chagasi, foi obtido através de colabora¢do com o
grupo do Dr. Alexandre Reis (UFOP) e num trabalho recente, este mesmo
grupo verificou também uma positividade mais elevada (1,3 vezes) quando
comparada com o ELISA Bio-Manguinhos (COURA-VITAL et al., 2011).
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Levando-se em consideracgéo que o teste DPP € atualmente preconizado
pelo MS como triagem para a LVC e o ELISA Bio-Manguinhos como
confirmatorio, convém ressaltar que a prevaléncia da infecgdo no municipio foi
portanto, de 2,18%.0 fato de néo se ter relato de estudo similar na cidade de
Juiz de Fora dificulta as comparacdes locais, porém a casuistica dos dados
obtidos junto aos 6rgdos municipais responsaveis pelo controle de zoonoses
mostra-se condizente com os indices obtidos no trabalho.

A distribuicio da LVC no Brasii e no mundo é heterogénea,
apresentando grande variagcdo entre regides e mesmo dentro da mesma
regido. Ferrer (1999), relatou que a discordancia observada entre as
prevaléncias pode ser devido, principalmente ao estagio de infeccdo, a
natureza dos antigenos, ao numero de amostras e ao teste sorolégico
empregado.

Alguns trabalhos realizados no Brasil mostram indices proximos ao
encontrado neste trabalho, como os de Macei6-AL (1,9%), Pedro Leopoldo-MG
(1,4%) e Cuiaba-MT (3,4%) (NAVEDA, 2005; MARTINS, 2008; ALMEIDA,
2009). Cabe acrescentar que, apesar do ELISA Bio-Manguinhos ser a técnica
de confirmacao adotada pelo MS, o uso de técnicas soroldgicas tem suscitado
uma série de debates, visto que apresentam, entre outros problemas, reacéo
cruzada com outros tripanosomatideos (ALVES & BEVILACQUA 2004;
DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO 2006; ROMERO & BOELAERT 2010).
Mais recentemente, numa tentativa de contornar estes problemas, a PCR tem
se mostrado como boa alternativa para o diagnostico da LVC por sua alta
sensibilidade e especificidade (ALMEIDA 2007; ALVES 2008; PILATTI et al.,
2009). Estudos comparando a eficacia da PCR em relacdo a métodos
sorologicos e parasitolégicos tém demonstrado que a mesma pode ser de
grande valia na confirmacdo dos casos positivos e inconclusivos pela sorologia
como RIFI e ELISA, além de também detectar um maior numero de animais
positivos (SILVA, 2007; ALVES, 2008; COURA-VITAL et al., 2011). Portanto,
neste trabalho, ndo se pode descartar a possibilidade da prevaléncia apontada
estar sendo subestimada e/ou ser referente a infeccdo por outros
tripanosomatideos. Assim, ensaios em paralelo durante o desenvolvimento
deste trabalho utilizando a PCR ja estdo sendo realizados, no intuito de melhor

conhecer e definir os casos de LVC no municipio.
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Tem sido descrito que a leishmaniose visceral humana é favorecida por
condi¢bes sdcio-econdmicas, movimentos migratorios e a presenca de vetores
e reservatorios no ambiente doméstico (MORENO et al., 2005; COSTA et al.,
2005). Entretanto, os fatores de risco associados 4 LVC sdo escassos
(COURA-VITAL et al.,, 2011). Assim, um dos objetivos deste trabalho foi
analisar os fatores de risco associados a LVC no municipio de Juiz de Fora.

Em funcdo do teste ELISA Bio-Manguinhos ter sido considerado o
resultado confirmatério de diagnéstico, foram pesquisadas possiveis
associacdes estatisticas entre as variaveis e o referido teste. Neste sentido, a
analise univariada (tabela 6) mostrou a associacdo de trés varidveis com o
desfecho (p< 0,05; IC 95%), indicando que a procedéncia, sintomas por
Quinnell e grupo racial séo fatores que favorecem a doenca nos animais. Os
fatores "sexo" e "porte fisico" mostraram-se sugestivos a associacdo. Na
analise multivariada, como os possiveis fatores de risco para a LVC no
municipio permaneceram, ser procedente do canil municipal (p <0,05) e
apresentar sintomas de LVC como classificado por Quinnell (p<0,01), além
disto, continuou sugestiva a associacdo com o0 sexo masculino (p=0,057),
conforme apresentados na tabela 7.

Em relacdo a procedéncia, os animais do canil apresentaram 5,4 vezes
mais chances de adquirirem a infeccdo quando comparados com os de ONGs
(Tabela 6). A literatura carece de trabalhos similares neste quesito, porém,
podem ser comparados os resultados obtidos neste trabalho com os de
Fortaleza-CE (ALVES et al., 1998), em que mostraram diferenca significativa de
infeccdo entre cdes errantes e cdes domiciliados. Os animais recolhidos no
canil municipal se enquadram na categoria de caes errantes e 0s animais de
ONGs, apesar de poderem possuir origem das ruas, normalmente estédo
domiciliados a bastante tempo sob o cuidado de seus proprietarios. A
prevaléncia da infeccdo no referido trabalho de Fortaleza foi de 1,59% para
cdes errantes e 0,28% para os domiciliados. Os resultados do presente
trabalho indicam prevaléncia da infec¢éo de 3,2% para animais do canil e 0,6%
para os de ONGs. Também, Calheiros (2005) afirma que os animais recolhidos
das ruas tém maior probabilidade de estarem contaminados pelo fato de terem

realizado maiores deslocamentos, expondo-se assim, mais aos vetores da LV.
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E importante também acrescentar que uma das motivacdes dos
proprietarios em abandonarem seus animais € o fato dos mesmos estarem
doentes, o que poderia aumentar a probabilidade de se encontrar animal
positivo para a LVC no canil municipal, em funcdo deste albergar animais
abandonados nas ruas. Deve-se considerar também, que apesar dos animais
receberem alimentagdo e cuidados adequados no canil municipal, é sabido que
muitos dos animais que chegam ao local possuem histérico de desnutricdo na
vida pregressa, o que poderia ter favorecido a infecgéo por LV.

Vale ainda acrescentar que, em um trabalho do nosso grupo, foi
realizado um inquérito entomologico em diversas localidades do municipio de
Juiz de Fora, incluindo o canil municipal (OLIVEIRA et al., 2014- manuscrito
aceito para publicagdo na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical). Durante a realizacdo da pesquisa, apesar do encontro de varias
espécies de flebotomineos, nenhuma destas tem interesse epidemioldgico na
transmissao das leishmanioses, inclusive, ndo foi encontrado Lutz. longipalpis,
incriminado como principal vetor da LVC no Brasil. A continuidade da pesquisa
podera favorecer futuros esclarecimentos sobre a presenca de vetores da LVC
Nno municipio.

Em relacdo aos sinais clinicos da LVC, os animais foram classificados
clinicamente segundo duas metodologias: Mancianti et al., (1988) e Quinnell et
al.,, (2003). Numa avaliacdo sobre a classificacdo clinica da populacdo
amostral, a grande maioria dos animais foram enquadrados como
assintomaticos por ambos autores (Tabela 4). Os resultados obtidos (Tabela 6)
mostram que 64,7% (11/17) dos animais positivos no ELISA Bio-Manguinhos
foram classificados como assintomaticos quando foram usados parametros de
Mancianti et al., (1988). Sendo avaliados segundo Quinnell et al., (2003) foram
encontrados 76,4% (13/17) dos animais positivos no ELISA Bio-Manguinhos
classificados como assintomaticos. O maior numero de assintomaticos
encontrados em Quinnell et al., (2003) pode ser explicado pela metodologia
adotada pelos autores na qual os sintomas séo graduados em leve, moderado
e severo, sendo pontuados. O animal precisa de uma determinada pontuacao
para que seja considerado sintomatico, diferentemente de Mancianti et al.,

(1988). As analises estatisticas univariada e multivariada mostraram
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associacao entre positividade no ELISA Bio-Manguinhos e classificacdo clinica
por Quinnell et al., (2003) entretanto, ndo foi encontrada associacao estatistica
entre o referido diagnostico e classificagdo clinica por Mancianti et al., (1988).

Existem divergéncias quanto as associacdes entre sintomatologia clinica
e positividade no diagnéstico sorolégico. Resultados semelhantes aos
encontrados neste trabalho foram obtidos por Almeida (2009), em Cuiaba-MT,
relatando 56,25% de assintomaticos dentre 0s soropositivos e associagao
estatistica entre sintomatologia e positividade no diagnéstico. Trabalho
realizado na periferia da cidade do Rio de Janeiro relata 63,25% dos caes
soropositivos como assintomaticos (MARZOCHI et al., 1985). Em Belo
Horizonte (regido metropolitana), 68% dos caes confirmados positivos para
LVC eram assintomaticos (SILVA et al., 2001). Dantas-Torres et al., (2006)
encontrou 85% dos animais positivos assintomaticos. Trabalho realizado por
Abranches et al., (1991) em Portugal, na cidade de Lisboa, mostrou 53,8% de
assintomaticos no grupo dos positivos.

Em contrapartida, Rondon (2007), na cidade de Fortaleza, relata 19,2%
de assintomaticos dentre os positivos, encontrando associacéo estatistica entre
sintomatologia clinica de cédes domiciliados e positividade na sorologia. Martins
(2008), em pesquisa realizada em Maceio-AL, encontrou 25% dos
soropositivos assintomaticos. Fisa et al., (1999) na Espanha, relata 30% de
cées assintomaticos dentre os animais com LV. Trabalho de Dantas-Torres
(2009), em Séo Vicente do Férrer-PE, encontrou 25% dos caes soropositivos
como assintomaticos, porém, ndo mostrou associacdo estatistica entre
sintomatologia clinica e positividade na sorologia. Barros (2009), no Distrito
Federal, mostra 28,57% dos cées doentes assintomaticos. Cabe considerar
gue animais assintomaticos sdo fonte de infeccdo para os flebotomineos e
contribuem para manutencdo dos niveis endémicos da LVC (SOARES et al.,
2011).

Em relacdo ao grupo racial (tabela 6), a associacdo com o desfecho foi
constatada na analise univariada, onde em comparagao com o grupo “outros”,
gue incluiu animais com resultados negativos, as racas Pit Bull e Labrador
mostraram 19 vezes mais chances de se infectarem; Pastor Aleméo
apresentaram 14,78 vezes mais chance de terem LV e 2,9 vezes mais chance

de infeccéo foram imputadas aos
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animais SRD. Neste sentido, a maioria dos trabalhos relata ndo haver pré
disposicéo racial para a doenca, como Noli (1999); Feitosa et al., (2000);
Leontides et al., (2002); Moreira Jr. et al., (2003); Gontijo & Melo (2004) e
Almeida (2009). Entretanto, existem publica¢des correlacionando determinadas
racas com susceptibilidade a infeccao, inclusive ha relato de raca resistente a
LVC. Por exemplo, em um estudo feito em Montes Claros-MG, Francga-Silva et
al., (2003) descreveram as ragcas Boxer e Cocker Spaniel como mais
suscetiveis a infeccdo por LV. Ja Julido (2004) em Camacari-BA e em Lauro de
Freitas-BA, observou que animais de “raca pura” foram mais suscetiveis a
infecgdo por LV, na analise univariada, porém os resultados ndo se repetiram
na multivariada. Solano-Gallego et al., (2000) descreveram resisténcia da raca
Ibizian Hound a infeccdo por LVC, justificando pelo fato destes cdaes
apresentarem resposta imune celular significativa ao parasito.

Em relagdo ao sexo dos animais, apesar da maioria dos animais da
amostra ser de fémeas (tabelas 2 e 6), a maioria dos animais positivos no
ELISA Bio-Manguinhos sdo machos. Nas andlises univariada e multivariada
esta variavel esteve préoxima do limite de significancia (tabelas 6 e 7). A
literatura referente a associacdo entre género e infeccdo por LVC é vasta,
porém bastante contraditoria, tanto no Brasil quanto no exterior. A maioria dos
trabalhos relatam a associacdo estatistica entre cdes do sexo masculino e
infeccdo por LV, podendo serem citados: Lanotte et al., (1975); Zaffaroni et al.,
(1999); Crigoli et al., (2002); Julido (2004); Dantas-Torres, Brito, Brandao-Filho
(2006) e Silva (2007). E interessante ressaltar que a associacdo, quando
existente, ndo esta comumente associada ao sexo feminino. Entretanto, outros
autores ndo relatam associacdo entre sexo e a ocorréncia da doenca, como
Abranches et al., (1991); Amusategui et al., (2003); Franca-Silva et al., (2003);
Moreira et al., (2003); Naveda et al., (2006); Julido et al., (2007); Rondon
(2007); Martins (2008); Almeida (2009); Dantas-Torres (2009); Barros (2011).

E importante considerar que a associacdo de infeccdo por LVC com
sexo masculino pode estar também relacionada com comportamentos e habitos
dos animais deste género que sao influenciadas por questdes culturais como
por exemplo, machos serem mais destinados a funcdo de guarda que fémeas e

consequentemente, permanecerem maior tempo no  peridomicilio,
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principalmente durante a noite, estando assim mais expostos ao vetor que
realiza repasto sanguineo preferencialmente no periodo noturno.

No tocante aos tipos de pelagem, foi observado que a maioria dos
animais reativos no teste ELISA Bio-Manguinhos, apresentaram pelagem curta,
porém ndo houve associacdo estatistica, na analise univariada entre tipos de
pelagem e positividade no ELISA Bio-Manguinhos (tabela 6). Os resultados
obtidos corroboram com os de Fisa et al., (1999) e Leontides et al., (2002) que
ndo encontraram associacao estatistica entre positividade para LVC e tipos de
pelagem. No entanto, a maioria dos trabalhos mostram variadas correlagdes
entre pelo curto e positividade para LVC, a saber, Franca-Silva et al., (2003);
Julido (2004); e Vital (2011). Além disto, Moreira Jr et al., (2003) mostraram que
caes de pelos curtos tem maior chance de adquirirem a infeccdo e indicaram
como possivel justificativa o fato destes atrairem mais facilmente o vetor, uma
vez que o calor irradiado de suas peles seria mais facilmente percebido pelo
inseto. Neste sentido, Boraschi & Nunes (2007) descrevem maior
acometimento por LV em cées de pelo curto associando esta correlagdo ao fato
destes possuirem baixa barreira mecéanica ao vetor. Além disto, em um trabalho
realizado na Grécia, os autores também sugeriram efeito protetor do pelo a
investida do fleb6tomo e constataram que cées da raca Collie (pelo longo) séo
menos suscetiveis a infeccdo que os da raca Dobermann que apresentam pelo
curto (SIDERIS et al., 1996). Nesta linha de raciocinio, possivelmente os caes
de pelo longo e orelha pendular teriam as suas chances de infeccdo pelos
flebotomos ainda mais reduzidas, haja vista a peculiaridade da face interna da
orelha do cao (pavilhdo auricular) ser uma local com pouca presenca de pelos,
mesmo em animais de pelagem longa, considerando-se o fato desta regido
anatbmica ser comumente escolhida pelos vetores para seu repasto
sanguineo. Associa-se as ponderacdes mencionadas o fato dos flebotomineos
possuirem reduzido tamanho, peso e limitacbes em deslocamentos, o que

dificultaria sua atividade em animais de pelagens longas.

E importante relatar que alguns autores classificam os animais em
apenas dois grupos: pelagem curta e pelagem longa, fazendo com que aqueles
cdes que seriam de pelagem média fiquem provavelmente enquadrados no

grupo de animais de pelo longo, o que poderia gerar resultados diferentes de
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associacdes estatisticas, a exemplo do presente trabalho que classificou os
animais em pelos curtos, médios e longos.

Em relacdo ao porte fisico dos animais, estes foram classificados em
pequeno, médio e grande (tabela 2). Na andlise univariada, houve associa¢cao
sugestiva (valor de p préximo de 0,05) entre positividade no teste ELISA Bio-
Manguinhos e os portes médio e grande dos animais, tendo os cées destes
portes, 5,76 e 2,53 vezes, respectivamente, mais chances de adquirir a
infeccdo quando comparados aos de porte pequeno (Tabela 6). Estes
resultados corroboram com a maioria dos trabalhos, os quais verificam
associagao da LVC com porte, sendo que os animais de grande porte tendem a
ser mais propensos a infeccdo. Por exemplo, Rondon (2007) encontrou
associacdo entre porte grande e positividade na LVC alegando serem o0s
animais maiores aqueles mais utilizados na funcdo de guarda, permanecendo
por um periodo maior de tempo no peridomicilio, especialmente durante a
noite. Trabalho realizado no Rio Grande do Norte, associa a funcao de “cao de
guarda” a um maior risco de infeccédo por LVC, tanto na area urbana, quanto
rural (AMORA et al., 2006), mostrando ser evidente a associacdo da fungéo ao
porte fisico. Na mesma linha de raciocinio, Ferrer (1992) afirma que a
ocorréncia da LVC tem sido descrita com maior frequéncia em raca de porte
grande e gigante, por estarem mais expostos ao inseto vetor em funcao de
permanecerem mais tempo ao ar livre. Martin-Sanches et al., (2009) corrobora
com a mesma linha de pensamento relatando que cdes que permanecem
maior tempo no quintal de suas residéncias, inclusive dormindo nos mesmos,
tendem a apresentar maior soroprevaléncia. Vital (2011) trabalhou com grande
numero de caes num estudo de coorte em Belo Horizonte, onde acompanhou a
soroconversao destes animais e associou a possiveis variaveis, concluindo que
os caes que ficavam no quintal tiveram duas vezes mais chance de adquirirem
infeccdo quando comparados aos que ficavam mais tempo dentro de casa. O

referido autor relata também, que os cées de grande
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porte tiveram duas vezes mais chances de soroconversdo em comparacao
com os animais de pequeno porte, pelo fato de geralmente permanecerem

maior tempo nos quintais.

Além disto, a exposicdo continua ao vetor pode favorecer a
soroconversdo e o desenvolvimento da doenca, haja vista, que o parasito é
constantemente reintroduzido nos cdes (SOLLANO-GALLEGO et al., 2009 ).
Trabalhos na Espanha mostraram que a soroprevaléncia na LVC foi
diretamente proporcional ao porte do animal, portanto, animais maiores
estariam mais propensos a se infectarem (MARTIN-SANCHES et al., 2009;
GALVEZ et al., 2010).

A casuistica mostrada nos leva a supor que a maior propensdo dos
grandes animais a infeccdo pode estar relacionada também, a maior superficie
corporal destes e, consequentemente, por apresentarem maior area exposta
aos flebotomineos, o que poderia fazer diferenca principalmente em areas de
baixa densidade populacional do vetor. Assim, como pbde ser observado, a
maioria dos trabalhos relacionou a probabilidade de infeccdo por LVC
diretamente a funcéo e habitos do animal e consequentemente ao porte grande
por estar diretamente ligado a tais funcdes, habitos e comportamentos.

No presente trabalho ndo foi possivel observar a funcdo dos animais
pelo motivo da populacdo amostral ter sido composta por cées oriundos do
Canil Municipal e ONGs. Nao existem informacfes sobre a vida pregressa
destes cées. Sabe-se, no entanto, que muitos destes conviveram no mesmo
espaco fisico por longos periodos de tempo. Portanto, dentro de cada
localidade de origem, tinhamos grupos de animais expostos as mesmas
condi¢Bes. Cabe salientar ainda, que alguns autores classificam os animais em
pequenos e grandes. Neste caso, alguns caes classificados no presente
trabalho como médios estariam no grupo dos grandes e o0s resultados
poderiam ser diferentes.

Em relacdo aos grupos etarios, nao foi encontrada associacao estatistica
entre estes e a positividade no ELISA Bio-Manguinhos, na analise univariada,
apesar de, proporcionalmente, os filhotes terem sido mais afetados pela
infeccdo (tabela 6). A literatura mostra resultados bastante diversificados

guanto a susceptibilidade a infeccdo em funcdo do grupo etario, onde nao
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foram encontradas pré disposi¢des etarias a infec¢do por Noli (1999); Feitosa
et al., (2000); Gontijo & Melo (2004); Silva (2007); Martins (2008); Almeida
(2009) e Dantas-Torres (2009). Entretanto, Moreno & Alvar (2002) encontraram
maior susceptibilidade em cées na faixa de 03 anos, portanto adultos;
resultados semelhantes foram obtidos Arias Jr. et al., (1996) que relacionam a
maior pré disposicdo a infeccdo em adultos, provavelmente ao longo periodo
de incubacdo da doenca. Hernandes-Rodrigues et al., (1987) relatam que
animais jovens e adultos foram considerados mais suscetiveis. Matos et al.,
(2006) reforca que, a partir de certa idade os caes passam a ser colocados na
parte externa do domicilio, tendo assim favorecido, o contato com o vetor.
Nesta linha de raciocinio, os filhotes estariam mais protegidos. Em
contrapartida, Moreira Jr. et al., (2004) e Dantas-Torres et al., (2006) relatam
maior suscetibilidade entre animais com menos de 01 ano de idade, ou seja,
filhotes.

Finalizando, este trabalho pioneiro realizado em Juiz de Fora, aponta a
presenca da LVC no municipio. Apesar de ndo podermos afirmar que 0s casos
séo autoctones, visto o trabalho ter sido realizado com animais do canil e
ONGs e nao se ter confirmacfes da origem destes, é sabido que animais
podem ser considerados como importantes sentinelas de algumas doencas,
incluindo a LVC (CABEZON et al.,, 2010). Além disto, a presenca da LVC
relatada neste trabalho, reforca a idéia de que a doenca esta em processo de
expansao e urbanizacdo no Brasil e aponta a necessidade de vigilancia
epidemiologica ativa em areas indenes ou de baixa endemicidade no intuito de

controlar a LVC e prevenir o aparecimento da doenca humana.
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7 CONCLUSOES

Através deste trabalho pioneiro no municipio de Juiz de Fora sobre a
LVC, foi possivel verificar que:

Apesar da ocorréncia de variacdes de positividade entre as técnicas, 0s
dados apontam a existéncia de cées infectados no municipio de Juiz de Fora;
1) A prevaléncia considerada foi de 2,18% (IC 95% de 1,3-3,5), em
consonancia com a técnica de diagnéstico confirmatoério preconizada pelo MS
(ELISA Bio-Manguinhos); o teste imunocromatogréafico DPP apresentou
soropositividade de 4,87% (IC 95% de 3,5-6,7) e o ELISA in house (UFOP)
13,73% (1C95% de 10,8-17,3);

3) Em relagéo aos fatores de risco associados a LVC, utilizando o ELISA Bio-
Manguinhos como confirmatorio, numa analise univariada foi observada

associagao estatistica com trés variaveis:
o procedéncia do canil municipal (p=0,02; OR=5,4);

o sintomatologia clinica segundo Quinnell e colaboradores (p=0,01;
OR=4,98);

o grupo racial (p=0,001), tendo associacdo os animais da raca Pit Bull e
Labrador (OR=19), Pastor Alemédo (OR=14,7) e SRD (OR=2,9);

o Foi observada sugestdo de associacdo com sexo masculino e porte
médio/grande dos animais, visto que os valores de p ficaram proximos do
limites de significancia;

4) Na analise multivariada, animais albergados no canil municipal, os quais
sdo oriundos de varias ruas do municipio mantiveram-se associados ao
desfecho (p<0,05 OR=5,9). Além disto, a analise da sintomatologia clinica da
LVC adotada por Quinnell e colaboradores, as quais se baseiam na analise
gualitativa e quantitativa dos sintomas caracteristicos da LVC, também foi
apontada estatisticamente como fator de risco para a doenca no municipio
(p<0,01 OR=4,98); sexo masculino manteve-se sugestivo como fator de risco
para a LVC (p=0,057) e (OR=2,61).
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Este foi o primeiro inquérito da LVC no municipio de Juiz de Fora e a
presenca da doenca relatada neste trabalho, reforca a idéia de que a endemia
estd em processo de expansdo e urbanizacdo no Brasil, apontando a
necessidade de vigilancia epidemioldgica ativa em municipios "silenciosos", no
intuito de prevenir ou minimizar o aparecimento da doenca em seres humanos,

até entdo sem nenhum diagndstico confirmado no municipio.
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DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA

(material fornecido para 384 reacgoes)
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EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhos
(USO VETERINARIO)

ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
(material fornecido para 384 reacdes)

INDICAGCAO DE USO

O Kit EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA Bio-Manguinhos ¢é utilizado
na deteccdo de anticorpos contra Leishmania major like, em soros ou
plasmas de caes.

PRINCIiPIO DO TESTE

O ensaio imunoenzimatico consiste na reagao de anticorpos presentes
nos soros ou plasmas de caes com antigenos sollveis e purificados de
Leishmania major like obtidos a partir de cultura in vitro. Os antigenos
obtidos sao previamente adsorvidos nas cavidades de microplacas/ “strips”
(fase sélida). A seguir, adicionam-se os soros controle positivo, negativo e
as amostras, devidamente diluidos. Caso as amostras possuam anticorpos
especificos, estes irdo se ligar aos antigenos da fase sdlida.

Na etapa seguinte, deve-se adicionar um conjugado especifico, anti
imunoglobulina, marcado com a enzima peroxidase. Na presenca de
anticorpos especificos, ocorreréd a ligagdo conjugado-anticorpo, que
podera ser evidenciada com a adigdo de uma substancia cromégena
(tetrametilbenzidina-TMB).

A peroxidase juntamente com o peréxido de hidrogénio formara um composto
de coloracao azul turquesa que ao adicionar-se o cido sulfdrico, interrompe a
reacéo e passa a apresentar uma coloracao amarela, positivo (reagente). Nas
cavidades que nao houver anticorpos especificos, nao havera desenvolvimento
de cor o que caracteriza uma reagao negativa (nao reagente). Os resultados
podem ser avaliados por meio de um espectrofotémetro para microplaca em
comprimento de onda de 450 nm.

o

ESQUEMA DO TESTE

Reagente
FASE _ w _ w
ANTIGENO AMOSTRA  CONJUGADO  SUBSTRATO + REACAO

POSITIVA CROMOGENO COLORIDA
Nao Reagente

ANTIGENO AMOSTRA CONJUGADO  SUBSTRATO + AUSENCIA DE
NEGATIVA CROMOGENO COLORAGAO

MATERIAL FORNECIDO

Componentes Apresentacao
Diluente Amostras/ Conjugado [5X] 02 frascos com 45 mL
Lecitina de leite 01saco-10g

02 frascos com 60 mL
01 frasco com 60 mL
01 frasco com 0,7 mL
01 frasco com 0,2 mL
01 frasco com 30 mL
01 frasco com 0,25 mL
Controle Negativo 01 frasco com 0,25 mL
Conjugado 01 frasco com 0,4 mL
Molduras com 6 “strips dupla sensibilizadas” 04 unidades

Folhas adesivas 08 unidades

Manual de Instrugéo de Uso 01 unidade

MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO

- Agua destilada;

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

- Micropipetadores multicanal e monocanal ajustaveis e ponteiras descartaveis;
- Luvas descartéaveis;

- Barquetes ou reservatdrios;

- Estufa a 37 °C;

- Sistema de vacuo com pente de lavagem, pipeta Pasteur adaptada ou 3

Tampao de lavagem [20X]
Diluente do Substrato
Cromoégeno (TMB)
Substrato H,0,

Acido Sulftrico 2M
Controle Positivo
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lavador automatico de microplacas;

- Hipoclorito de sédio a 2,5% ou &gua sanitéria;

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

- Balanga semi-analitica;

- Caso utilize amostras em papel de filtro: picotador de 6 mm.

CONSERVAGAO E ESTOCAGEM DOS COMPONENTES

Manter entre 2° e 8°C: Diluente de amostra/conjugado [5X], Lecitina de leite, Tampéao
de lavagern [20X], Diluente do Substrato, Cromégeno (TMB), Substrato H,0, e Acido
Sulfdrico 2M.

Mantera -20°C: Controle Positivo, Controle Negativo, Conjugado e “Strip” Sensibilizada.
Todos os componentes do kit devem ser conservados nas respectivas
temperaturas indicadas em seus rotulos, desde o ato do recebimento até
a validade definida na caixa principal do kit.

Obs.: De acordo com estudos realizados em Bio-Manguinhos, a
temperatura de transporte, com bobinas de gelo reciclavel, permite que
o conjunto se mantenha em condicoes estaveis durante 24 a 36 horas.

CUIDADOS E PRECAUCOES

e

Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

Este conjunto diagndstico contém produtos biolégicos e quimicos,
podendo representar uma fonte de infecgdo. Portanto, ao manusear
qualquer um dos reagentes desse conjunto, observar as precaugoes de
biosseguranga necessarias.

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto diagnéstico depende
do cumprimento as boas préticas de laboratério, tais como:
- As amostras e os soros controles devem ser manipulados com cuidado;

- Homogeneizar as amostras e controles antes de usar;

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

- Desprezar ponteiras, luvas, pipetas de vidro, frascos, placas utilizadas, etc.,
em solugao de hipoclorito de sédio a 2,5% ou égua sanitéria;

- Nunca misturar componentes de lotes diferentes;
- Aconselha-se s6 utilizar componentes do mesmo conjunto.
4

- Para evitar interferéncias, nunca tocar com os dedos na parte interna das strips;
- Cada strip s6 pode ser utilizada uma tnica vez;

- Solugdes contendo TMB e/ou peroxidase séo irritantes para pele e mucosas
e nao devem entrar em contato com metais;

- Nao usar os componentes apés sua data de vencimento;

- Utilizar frascos e vidrarias rigorosamente limpos, pois residuos de
detergentes e/ou substéncias oxidantes poderao interferir na reagao.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Os componentes do kit armazenados na temperatura de 2 a 8 °C, assim como
os componentes armazenados na temperatura de -20 °C, soros controles e as
strips sensibilizadas, devem ser retirados de sua temperatura de conservagao
antes do inicio do teste e utilizados, retornando- os a temperatura logo apés
0 uso.

Importante: Retirar apenas a quantidade de “Strips” a serem utilizadas
no teste.

O conjugado deve ser retirado de sua temperatura de conservacao apenas
no momento da sua utilizacdo, sem a necessidade de descongelamento
retornando para conservacao imediatamente, apés seu uso.

Importante: Este insumo néo tolera variagoes de temperatura, evitar
prolongar sua permanencia fora da temperatura de -20 °C.

1- Preparo do diluente de amostras/conjugado:

n2 STRIPS duplas n2 REAGOES Diluente de Amostras/ Lecitina de leite H,0

Conjugado [5X] (pesar) destilada
01 Até 16 3mL 03g 12mL
02 Até 32 6mL 06g 24 mL
03 Até 48 8mL 08g 32 mL
04 Até 64 10 mL 19 40 mL
05 Até 80 12mL 12g 48 mL
06 Até 96 14 mL 1,49 56 mL

2- Diluir em tubos, 5 uL. dos controles e das amostras de soros ou plasmas
de cées a serem analisadas, previamente homogeneizadas, em 500 uL do
diluente de amostra/conjugado (1:100)..
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3- Distribuir na placa sensibilizada, 100 uL dos controles e amostras ja
diluidos, da seguinte forma: na coluna 1 fileiras “A” e “B” o controle positivo;
na "C, “D” e “E” o controle negativo; “F" e “G” sem soro (controle do
conjugado - SS). Nos demais orificios, distribuir 100 uL das amostras testes,
ja diluidas nos orificios correspondentes (seguir protocolo).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
cp | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
2 10 18 26 4 42 50 58 66 74 &
cp Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
3 1 19 27 35 43 51 59 67 75 83
cn | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
4 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84
oN Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra| Amostra
o -l 29 37 45 53 {6t 69 7 85
Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
[ 14 22 30 28 46 54 62 70 78 86
Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra - Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
7 15 23 31 39 47 55 63 7 79 87
Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra  Amoslra | Amostra | Amostra | Amostra
e 16 24 32 | 40 48 56 64 72 80 88
Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1 9 17 25 33 | M 49 57 65 73 81 89

CN

ss

ss

I @ mmoOoO W >»

CP = Controle Positivo | CN = Controle Negativo | SS = Sem Soro

4- Selar os “strips” com a folha adesiva e incubar a 37° C + 1 °C por 30 min.

Obs.: Caso ocorra variagao significativa de temperatura durante o periodo
de incubacéo, o técnico devera invalidar o ensaio.

5- Preparo do tampao de lavagem:

Obs.: este tampao é sujeito a cristalizagao, caso isso ocorra, coloque em banho-
maria a 37°C até a dissolugéo dos cristais.

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

n2 STRIPS duplas  n2 REACOES  Tampao de Lavagem [20X] H,0 destilada

01 Até 16 2mL 38 mL
02 Até 32 3mL 57 mL
03 Até 48 4mL 76 mL
04 Até 64 5mL 95 mL
05 Até 80 7 mL 133 mL
06 Até 96 8mL 152 mL

b) volumes necessérios quando se utiliza lavadores automaticos:

n? STRIPS duplas n2 PLACAS Tampao de Lavagem [20X] H,0 destilada
Até 3 12 20 mL 380 mL
Até 6 1 25 mL 475 mL
Até 9 11/2 30 mL 570 mL
Até 12 2 35 mL 665 mL
Até 15 21/2 40 mL 760 mL
Até 18 3 45 mL 855 mL
Até 21 31/2 50 mL 950 mL
Até 24 4 55 mL 1045 mL

6- Descolar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o contetdo e lavar 6
vezes com tampéo de lavagem (200 uL/orificio). Aguardar30a 60 segundos
entre cada lavagem.

7- Diluir o conjugado no diluente de amostra/conjugado, preparado
anteriormente.

Preparo do conjugado:

2 2 0 e Amostras, Conjugado
n2 STRIPS duplas n2 REACOES U_Mhoﬂ“n_._ommno ptkarits / jug:
01 Até 16 5mL s5uL
02 Até 32 5mL 5uL
03 Até 48 10 mL 10 uL
04 Até 64 10 mL 10uL
05 Até 80 15 mL 15uL
06 Até 96 15 mL 15 uL

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

9- Selar “os strips” com folha adesiva e incubar a 37°C 1 °C por 30 min.
Aspirar e lavar conforme descrito no item 6.

10- Preparar o substrato alguns minutos antes do uso, preferencialmente em
frasco escuro (ao abrigo da luz).
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11- Preparo do substrato:

n2 STRIPS duplas n? REACOES Diluente do Cromégeno  Substrato

Substrato T™B H,0,
01 Até 16 2,5mL 25 ulL 5uL
02 Até 32 4mL 40 uL 8uL
03 Até 48 emL 60 uL 12 ul
04 Até 64 8mL 80 uL 16 ul
05 Até 80 10mL 100 pL 20 L
06 Até 96 12mL 120 ub 24ul

12- Distribuir 100 uL do substrato rapidamente em todos os orificios.
13- Deixar & temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 min.

14- Bloquear a reagéo adicionando 50 uL. de 4cido sulfirico 2M em todos os
orificios. Em seguida, proceder a leitura das microplacas.

LEITURA

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

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

Para o calculo do cut-off deve-se calcular a média das densidades éticas
(DO) dos controles negativos dentro da faixa de validagdo do teste. Caso
seja encontrada alguma densidade 6tica fora da faixa de validagao do teste,
esta devera ser descartada e a média devera ser realizadas utilizando-se as
demais densidades 6ticas, conforme demonstrado nos exemplos abaixo.

VALIDAGAO DO TESTE

Considerar o teste valido quando os valores da densidade Stica estiverem na
faixa descrita a seguir:

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

Céleulo do Cut-Off (CO)
CO = XCNx2

XCN = média da densidade éptica dos orificios do controle negativo.
DO = densidade 6tica
CN = controle negativo

Exemplo 1:

DO CN1 + DOCN2 + DO CN3 = 0,100 + 0,098 + 0,101 = 0,099
3 3

DO CN1 = 0,100

DO CN 2 = 0,098

DOCN 3 = 0,101

CO =XCNx2 =0,099x2 = 0,199

Exemplo 2:
DOCNI] + DO CN2 = 0,110 + 0.090 =0,100
2 2

DOCN1=0,110
DO CN 2 = 0,090
PO-EM3-=0:131 Fora da faixa de validagao do teste = descartar.

CO = XCNx2 = 0,100x2 = 0,200

Exemplo 3:
DOCNI +DOCN2 = 0,110 + 0,080 = 0,095
2 2

DOCN1=0,110

DO CN 2 = 0,080

PO-EN3—0:040 Fora da faixa de validagao do teste = descartar.
CO = XCNx2 =0,095x2 = 0,190

Calculo da Faixa Cinza (FC):

FC=COx12

Exemplo: CO = 0,322

FC=COx12

FC =0,322x1,2

FC = 0,386
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CcO

AMOSTRAS NAO REATIVAS FAIXA | AMOSTRAS REATIVAS
CINZA

RESULTADOS

- Amostras reagentes = As que apresentarem densidade 6tica igual
ou superior ao Cut-Off.

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

- Amostras indeterminadas = As que apresentarem densidade ética
entre o cut-off e a faixa cinza.

Obs. 1: recomendamos a repeticdo 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 multiplicacao deste por 1,2.

Obs. 2: mantendo-se as amostras na “faixa cinza” apds a repeticéo,
recomendamos a utilizacdo de outras metodologias para confirmagao
deste resultado, que deveréa ser designado como INDETERMINADO.

Obs.3: operador devera observar os controles do teste, considerando
que a DO obtida para o controle do conjugado (SS), ndo podera ser
superior a 1,5 x DO obtida para o soro controle negativo.

10

PROCEDIMENTO DO TESTE PARA AMOSTRAS COLHIDAS EM
PAPEL FILTRO

1- Preparo do diluente de amostras/conjugado:

n2 STRIPS duplas n2 REAGOES Diluente de Amostras/ Lecitina de leite H,0

Conjugado [5X] (pesar) destilada
01 Até 16 3mL 03g 12mL
02 Até 32 6mL 06g 24 mL
03 Até 48 8mL 08g 32mL
04 Até 64 10 mL 19 ' 40 mL
05 Até 80 12 mL 129 48 mL
06 Até 96 14 mL 1,49 56 mL

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

3 - Adicionar 400 L de diluente de amostra/conjugado, por tubo, para as
amostras coletadas em papel Whatman n°1 ou 500 uL de diluente 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 eluir durante a noite na geladeira ou
agitar 1 hora no agitador, rotacado de 50 Rpm a 125 Rpm.

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

6 - Distribuir na placa sensibilizada 100 uL dos controles e das amostras
eluidas da seguinte forma: na coluna 1 fileira “A’, “B”, o soro controle positivo,
na “C’, “D”, “E” o controle negativo, na “F” €“G", somente o diluente da
amostra/ conjugado (sem soro). Nos outros orificios, distribuir 100 uL das

amostras teste jé eluidas, seguindo o protocolo abaixo:

11
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4+ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra Amostra | Amostra
e 2 50 58 74

A 10 18 26 34 42 66 82

B cp Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra Amostra | Amostra

3 1 19 27 35 43 m& | m.wy mw‘ Ilﬁwym L,.@m i

(] oN Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra Amostra

4 e 20 G W S TS O G W . e . B

D N Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
5 13 21 29 37 45 53 61 689 77 85

E CN Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra Amostra
6 14 22 30 38 46 54 62 70 78 86

E ss Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra Amostra
5 N 31| 2 47 | 55 | 6 | M ) 87

O, ss Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra Amostra
8 16 | 24 32 | 40 48 56 | 64 72 80 88

H ‘Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra Amostra| Amostra
1 9 17 _ 25 A ., 49 57 65 73 81 89

CP = Controle Positivo | CN = Controle Negativo | SS = Sem Soro

7- Selar os “strips” com a folha adesiva e incubar a 37° C = 1 °C por 30 min.

Obs.: Caso ocorra variagéo significativa de temperatura durante o periodo
de incubacao, o técnico deveré invalidar o ensaio.

8- Preparo do tampéo de lavagem:

Obs.: este tampéo é sujeito a cristalizagao, caso isso ocorra, coloque em banho-
maria a 37° C até a dissolugao dos cristais.

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

ne STRIPS duplas  n2 REAGOES  Tampao de Lavagem [20X] H,0 destilada
01

Até 16 2mL 38 mL
02 Até 32 3mL 57 mL
03 Até 48 4mL 76 mL
04 Até 64 S5mL 95 mL
05 Até 80 7mL 183 mL
06 Até 96 8mL 152 mL

12

b) volumes necessarios quando se utiliza lavadores automaticos:

n2 STRIPS duplas n2 PLACAS Tampao de Lavagem [20X] H,0 destilada

Até 3 1/2 20 mL 380 mL
Até 6 1 25 mL 475 mL
Até 9 11/2 30 mL 570 mL
Até 12 2 35mL 665 mL
Até 15 21/2 40 mL 760 mL
Até 18 3 45 mL © 8s5mL
Até 21 31/2 50 mL 950 mL
Até 24 4 55 mL 1045 mL

9- Descolar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o contetdo e lavar 6
vezes com tampéo de lavagem (200 uL/orificio). Aguardar 30 a 60 segundos
entre cada lavagem.

10- Diluir o conjugado no diluente de amostra/conjugado, preparado
anteriormente.

Preparo do conjugado:

n2 STRIPS duplas ne REAGOES Diluente de Amostras/ Conjugado
Conjugado diluido
01 Até 16 5mL suL
02 Até 32 5mL 5uL
03 Até 48 10mL 10l
04 Até 64 10mL 10uL
05 Até 80 15 mL 15uL
06 Até 96 15mL 15ul

11- Homogeneizar e distribuir 100 pL da diluiao do conjugado em cada
orificio dos strips. .
12- Selar “os strips” com folha adesiva e incubar a 37°C =+ 1 °C por 30 min.
Aspirar e lavar conforme descrito no item 9.

13- Preparar o substrato alguns minutos antes do uso, preferencialmente em
frasco escuro (ao abrigo da luz).

13
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14- Preparo do substrato:

ne STRIPS duplas n? mm>00mm Diluente do Cromogeno Substrato
Substrato T™B H,0,
01 Até 16 2,5mbL 25 ul 5uL
02 Até 32 4mL 40 uL suL
03 Até 48 6mL 60 L 12 uL
04 Até 64 smL 80 uL 16 uL
05 Até 80 10mbL 100 pL 20 L
06 Até 96 12 mbL 120 uL 24 uL

15- Distribuir 100 L do substrato rapidamente em todos os orificios.
16- Deixar & temperatura ambiente, ao abrigo da Juz, durante 30 min.

17- Bloquear a reagao adicionando 50 pL de 4cido sulfirico 2M em todos os
orificios. Em seguida, proceder @ leitura das microplacas.

LEITURA

Ligar o espectrofotémetro para microplacas, equipado com filtro de 450
nm para leitura e sem a utilizagao de filtro de referéncia awo-mmo:Bv. Apbs
alguns minutos, para estabilizagao do feixe de luz, zerar O aparelho no ar
(sem a microplaca de teste) e, em seguida, iniciar a leitura.

Obs.: Caso a leitura seja feita com filtro de 450 nm, tendo como referéncia
outro de 620-630 nm, todas as densidades oticas (DO) ficarao abaixo do
esperado, prejudicando © caleulo do cut-off € causando a ocorréncia de
resultados falso-positivos N0 ensaio.

Para o célculo do cut-off deve-se calcular a média das densidades Gticas
(DO) dos controles positivos baixo e dos controles negativos dentro da
faixa de validagao do teste. Caso seja encontrada alguma densidade ética
fora da faixa de validaggo do teste, esta deveré ser descartada e a média
devera ser realizadas utilizando-se as demais densidades Sticas, conforme
demonstrado nos exemplos abaixo.

VALIDAGAO DO TESTE
Considerar o teste vélido quando 0s valores da densidade btica estiverem na
faixa descrita a seguir:

14

- Controle Positivo: = 0,500 de DO
- Controle Negativo: = 0,050 < 0,120 de DO
Repetir o ensaio se 08 valores citados estiverem fora do limite.

Célculo do Cut-Off (CO)
CO = XCNx3

XCN = média da densidade optica dos orificios do controle negativo.

DO = densidade 6tica
CN = controle negativo

Exemplo 1:

DOCN1 +DOCN2 + DO CN3
3

DO CN1 = 0,100

DO CN2 = 0,098
DOCN3 =0,101

CO = XCNx3 =0,099x3 = 0,297

Exemplo 2:
DOCN1 +DOCN2 = 0,110 + 0,090 = 0,100
2 2

DOCN1=0,110
DO CN2 = 0,090
PO-EM3=0;13+ Fora da faixa de validagao do teste = descartar.

CO = XCNx3 = 0,100x3 = 0,300

Exemplo 3:
DOCN1 + DOCN2 = 0,110 + 0,080 = 0,095
2 2

DOCN 1 =0,110

DO CN 2 = 0,080

PO-CPH3—="6,040 Fora da faixa de validagao do teste = descartar.
CO =XCNx3=0,095x3 = 0,285

Calculo da Faixa Cinza (FC):

FC=COx1.2

Exemplo: CO = 0,322

FC=COx12

FC=0322x12

FC = 0,386

15
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CO

AMOSTRAS NAO REATIVAS | FAIXA | AMOSTRAS REATIVAS
CINZA

RESULTADOS

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

- Amostras nio reagentes = As que apresentarem densidade 6tica
inferior ao Cut-Off.

- Amostras indeterminadas = As que apresentarem densidade 6tica
entre o cut-off e a faixa cinza.

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

Obs. 2: mantendo-se as amostras na “faixa cinza” apds a repeticéo,
recomendamos a utilizacdo de outras metodologias para confirmagao
deste resultado, que devera ser designado como INDETERMINADO.

Obs.3: operador devera observar os controles do teste, considerando
que a DO obtida para o controle do conjugado (SS), nédo podera ser
superior a 1,5 x DO obtida para o soro controle negativo.

16

iNDICE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Estudos preliminares de padronizagao do teste foram realizados por Bio-
Manguinhos em conjunto com o Instituto Adolfo Lutz (IAL-SP). Foram
identificados 130 caes com suspeita clinica de Leishmania Visceral
Americana (LVA) dos quais foram coletadas amostras de soro e amostras
coletadas em papel de filtro. Estas amostras foram testadas tanto na IFI
quanto no EIE. Para os célculos de sensibilidade e especificidade a IFI foi
considerado o teste padrao (“Gold Standard”), e os seguintes indices foram
encontrados: Sensibilidade 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.

iNDICE DE REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E
ESTABILIDADE

Diversos estudos foram realizados em nossos laboratérios utilizando
amostras conhecidas e caracterizadas como padréo, sob os aspectos de
reprodutibilidade e repetitividade. As conclusoes nos permitiram determinar
um periodo minimo de 6 meses de validade para o produto, quando
acondicionado conforme as recomendagoes do Manual de Instrugdes de
Uso. Durante este periodo o produto manteve suas caracteristicas e seus
padroes de qualidade.

17
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Licenciado no Min. da Agricultura sob o n° 8968/ 04, em 22/09/2004. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Resp. Téc. Méd. Vet.: Adenauer Cruz Teixeira| CRMV-RJ n° 1.359 T ——
ASSISTENCIA AOS USUARIOS Produto: Partida rie: Venc: |
Orientagées técnicas adicionais a respeito deste produto poderao Secao: EIE n2: Data: _ /__ /___
ser obtidas junto a: Inicio: __h ___min Término:__h___min
Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos | Bio-Manguinhos Disposihoidad amostras:
FIOCRUZ ] ) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - CEP 21040-900 | Rio de Janeiro-RJ wI'mn T T -
CNPJ 33.781.055/0015-30 B
SAC: 08000.210.310 | sac.reativos@bio.fiocruz.br | wwwibio.fiocruz.br c ] |
Industria Brasileira ” ! } i i
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o ! ! | |
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Densidade ética das amostras:
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Célculo do Cut-Off (CO) CO = DOCN1 + DO CN2 + DOCN3 = XCN = X
CO=XCN x2 3 3

XCN=média da densidade épticados ~CO=Xx2=
orificios do controle negativo.

X = médias das DO

DO = densidade dtica.

CN = controle negativo.

Técnico Responsavel:
Observacgoes:
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ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

MODELO DE PROTOCOLO

Produto: Partida n: Venc.. __ [___
Secao: EIE n2: Data:__ /__ [___
Inicio: __h min Término: ___h___min

Disposicao das amostras:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A T [ I ,.
w T T T
B { | |
1

D { |

- " o . whiaes
e [ ” [
F ! | |
e , ! { ; -
H
Densidade ética das amostras:

1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 M 1

f T T -
A i
B
c
3 i LR ]
E
F
" B ) 0 [ A (O ¢
Célculo do Cut-Off (CO) CO = DOCN1 + DOCN2 + DOCN3 = XCN = X
CO=XCNx3 3 3

XCN=média da densidade épticados ~ CO=Xx2=
orificios do controle negativo.

X = médias das DO

DO = densidade 6tica.

CN = controle negativo.

Técnico Responsavel:
Observacoes:
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9.Viraro frasco de tampao e manté-lo na posicao vertical (sem
inclinar) sobre o pogo # 2 (TAMPAO). Adicionar 4 (quatro)
gotas de tampdo, lentamente, ao pogo # 2 (TAMPAQ).

10.Deixar o teste correr por 10 (dez) minutos a temperatura ambiente, Caso nao haja migragao
apds 3 (trés) minutos, descartar o teste,

I1.Leitura do Teste - Nao ler os resultados apés 25 minutos da adicao do tampao de corrida ao
poco # 2 (TAMPAQ).

Leitura Visua

Colocar o suporte sobre uma superficie plana e em local bem iluminado. 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 presenca de linhas e anotar no protocolo de testes,

Lei

Alternativamente pode-se fazer a leitura dos testes DPP* com equipamento espe:
instrugoes de uso do equipamento para obtengéao do resultado.

ico. Seguir as

ATENGAOQ: Apds a leitura, descartar o suporte, a alga e a lanceta utilizados no teste em um
recipiente para descarte de materiais de risco biolégico.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os podem ser interp s tanto ou com a ajuda de um leitor DPP*.
Em caso de dividas na interpretacao do teste, separar o suporte e fazer contato com o SAC de
Bio-Manguinhos.

Resultado NAO REAGENTE |
(m resultado nao reagente ¢ indicado por uma linha roxafrosa na drea de CONTROLE (C) e
nenhuma linha na &rea de TESTE (T). Este resultado sugere a auséncia de anticorpos para
Leishmania na amostra e nac exclui a possibilidade de infecgao por Leishmania.

Resultado REAGENTE

Adetecgdo de duas linhas roxa/rosa, uma na drea de CONTROLE (C) e outra na érea de TESTE
(M, a um resultado reagente. A intensidade da linha na érea de TESTE (T) varia de claro
a muito escuro conforme a concentragao de anticorpos especificos. Assim, a linha na drea de
TESTE (T) pode ter aparéncia diferente da linha na drea de CONTROLE (C). Isto nao invalida o
ste. U teste reagente significa que anticorpos para Leishmania foram detectados.

ATENGAO: Um resultado reagente deve ser confirmado conforme recomendagées do |
Ministério da Satde.

Resultado INVALIDO

Uma linha roxa/rosa deve sempre aparecer na 4rea de CONTROLE (C), independente da |
presenca ou nao de linha na drea de TESTE (T). Caso uma linha roxa/rosa nao seja visivel na |
&rea de CONTROLE (C), o teste deve ser considerado invélido. Um resultado invélido nao pode

ser interpretado. Separar o material e fazer contato com o SAC de Bio-Manguinhos. Repetir o

procedimento de teste corn um novo suporte de teste,

st Ama Controls Area Teste  Aroa C

i Ly

CONFIRMAGAO DE DESEMPENHO DO TESTE

Ao término do teste, uma linha roxa/rosa aparecerd na rea de CONTROLE (C), tanto nas amostras
negativas quanto nas positivas. Esla linha serve de controle interno, confirmando o desempenho
adequado do teste.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

- O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Mang
sangue total venoso.

Outros tipos de amostras de sangue coletadas em tubos contendo anti-coagulantes que néo
citratos, heparina ou EDTA, podem gerar re Para stras de soro, coletar
sangue sem anticoagulante.

- O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos deve ser utilizado segundo as instrugoes
contidas neste manual visando & obtengao 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 utilizagao.

- (Jm resultado reagente indica a presenca de anticorpos para leishmania na amostra testada.

- Um resultado nao reativo nao exclui a possibilidade de exposigao a leishmania ou infecgao por leishmania,
Uma resposta humoral a uma exposicao recente pode levar alguns meses até atingir niveis detectaveis,
- Um animal infectado com Leishmania que esteja recebendo algum tipo de medicamento pode produzit
resultado falso negativo.

INDICES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

A ibili eca ifici para Lei: ia foram determinadas pela avaliagao da capacidade do
teste répido TR DPP™ Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos de detectar anticorpos especficos
para Leishmania em amostras clinicas de caes. Comparado ao teste parasitolGgico, para estas amostras,
o teste rapido TR DPP” Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Mang:

hos deve ser utilizado com soro, plasma ou

para amostras de caes sem suspeita de e, 0 TR DPP” Lei iose Visceral Canina — Bio-
Manguinhos apresentou uma especificidade de 97,4% (175/186), sendo 6 amostras indeterminadas.

REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E ESTABILIDADE
As boas préticas de fabricagao e laboratol

s, associadas a simpl

dade e rapidez na utilizagao do TR

DPP” Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos sua e
estabilidade, podendo ser utilizado como método seguro e eficaz na detecgao de anticorpos especificos
para a evidenciagao da infecgao por Leishmania. /
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TR U_v—v®_|m_m—.=<_>z_0mm VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhos
< (USO VETERINARIO)
TESTE RAPIDO QUALITATIVO PARA A DETECGAO DE >zq_n,o¥ow DE CAO PARA LEISHMANIA
(material fornecidd para 20 determinagbes)
»” WY &

INDICAGAO DE USO R
O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos € um teste de triagem
imunocromatogréfico de uso Gnico para detecgao, em caes, de anticorpos especificos para
Leishmania, em soro, plasma-ou saggue: total venoso.

O teste é usado para o diagndstico de lelshmaniose visceral canina em associagdo a outros
critérios. O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina ~ Bio-Manguinhos é indicado para uso por
profissionais de salide de mnoao com as instrugoes fornecidas.

INFORMAGOES TECNICAS'

A leishmaniose € causada por um protozoério parasita do género Leishmania. Essa doenga é
endémica em 88 pafses, totalizando 350 milhGes de pessoas. A Leishmania esté presente em
areas 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) ocortidos em Bangladesh,

Nepal, India, Sudéo e Brasil. H4 cerca de 500.000 novos casos anuais d
humana'?, Entre os anos de 1984 a 1999, 37.294 novos casos de LV humnana foram relatados
pelo Ministério da Satide’.

ALV, algumas vezes referida como Kalazar € uma doenga cronica e potencialmente letal se nao
tratada antes do aparecimento de sintomas. Sinais clinicos da doenga incluem indisposigéo,
anemia, febre, perda de peso e inchago no bago, figado e ganglios linfaticos!.

A infecgé@o pode ser prevenida evitando-se a picada de flebotomineos através de protetores
€omo vestuario, ou inseticic Tr para LV sao muito dificeis e geralmente
requerem o uso de antimdnio pentavalente ou estibogluconato de sédio’.

A LV é uma zoonose na qual os canfdeos tém sido implicados como importantes reservatérios
para o parasita®”. A transmissao aos humanos ocorre pela picada do fleb6tomo fémea infectado.
Programas de controles para LV incluem a eutandsia de caes infectados identificados através
de teste soroldgico. Este procedimento tem provado ser uma importante etapa do controle
empregado no Brasil®,
Vérios ensaios como a rescéncia, h PCR e ELISA encontram-se
alualmente em uso para este di ico®™ e os rec séo ferramentas
apropriadas para melhorar os métodos de diagndstico sorolégico atuais para leishmaniose
visceral canina (LVC).

O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos é um ensaio de triagem,
imunocromatogréfico, que emprega uma combinagéo Gnica de antigenos recombinantes
especificos para a detecgao de anticorpos especificos para Leishmania, em caes. E rdpido, simples
e facil de usar e pode ser armazenado a temperatura ambiente (2 a 30°C).

PRINCIPIO DO TESTE
O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bi hos emprega uma il de
proteina A conjugada a particulas de ouro coloidal e anticorpos especificos da amostra para
Leishmania. Em sequiéncia, reage com antigenos recombinantes de Leishmania ligados a uma
membrana (fase sélida).

A amostra ¢ aplicada ao pogo #1 (AMOSTRA + TAMPAO), seguida pela adicao do tampéao de
corrida. O tampéo propicia o fluxo lateral promovendo a ligagéo dos anticorpos acs antigenos.
Apéds a migragao da amostra e do tampao ao longo do suporte de teste, deve-se adicionar
tampao de corrida ao pogo # 2 (TAMPAO). O conjugado se liga aos anticorpos especfficos para
Leishmania produzindo uma linha (roxa/rosa) na area do TESTE (T). Na auséncia de anticorpos
para Leishmania a linha (roxa/rosa) nao aparece na area do TESTE (T). Em ambos 0s casos, a
amostra continua a migrar ao longo da membrana produzindo uma linha (roxa/rosa) na area de
CONTROLE (C), o que demonstra o funcit adequado dos

MATERIAL FORNECIDO

Suportes DPP® contendo Antigenos de Leishmania e o
Conjugado de Ouro Coloidal adsorvidos em Membranas Especiais 20 unidades

Tampéo de Corrida 01 frasco (6 mL)
Algas Coletoras Descartaveis (5 ul) 20 unidades
Lancetas Estéreis Descartéveis 20 unidades
Manual de Instrucao de Uso 01 unidade
MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO

- Crondmetro ou relégio

- Micropipeta calibrada para 5 pL (como allernativa & alga coletora)

- Luvas descartaveis

- Recipiente sequro para descarte de material
- Alcool 70%

CONSERVAGAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL

O TRDPP* Leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos deve serarmazenado entre 2 e 30°C. Recomenda-
se a conservagao do kit em geladeira somente em locais onde a temperatura ambiente ultrapasse 30°C. Nao
congele o kit ou 0s seus componentes. Os suportes de teste devem permanecer lacrados até o momento de
sua utilizaggo. O tampao de corida deve ser mantido em seu recipiente original. Caso o kit seja guardado
sob refrigeragéo assegurar-se de que todos os componentes estejam a temperatura ambiente no momento
de sua utilizagao.

CUIDADOS E PRECAUGOES

Somente para uso em diagn@stico in vitro.
Somente para uso veterindrio.

Este conjunto diagnéstico contém produtos bioldgicos e quimicos podendo representar uma fonte de
risco. Ao manusear este conjunto, observar as precaugoes de biosseguranca necessérias.
A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto ico depende do cu
Préticas de Laboratério, tais como:

- O teste deve ser realizado apenas por profissionais de satide, segundo as instrugoes contidas nesté manual;
- Nao realizar mais de 5 testes por vez. Esta conduta reduz falhas no procedimento do teste, bem como
na interpretagao dos resultados;

- As amostras devem ser homogeneizadas antes do uso;

- As amostras de sangue nao testadas imediatamente ap6s a coleta, devem ser refrigeradas entre 2 e 8°C,
podendo ser usadas em até 3 dias;

- Amostras de soro ou plasma podem ser conservadas entre 2 e 8°C por 3 dias ap6s a coleta, até que sejam
utilizadas no teste. Caso a realizacao do teste nao seja possivel dentro deste perfodo, as amostras devem
ser congeladas (-20°C ou abaixo);
- Equipamentos de protecao individual (EPI), tais como luvas descartéveis e jaleco, devem ser

logico

> das Boas

Plasma
Coletar o sangue total com anticoagulante, centrifugar a 2000rpm, durante 10 minutos, a
temperatura ambiente e separar o plasma sobrenadante.

PROCEDIMENTOS PARA REALIZAGAO DO TESTE RAPIDO TR DPP® LEISHMANI-
OSE VISCERAL CANINA - BIO-MANGUINHOS

1.Certifique-se de que a amostra a ser testada esteja  temperatura ambiente. Caso a amostra
tenha sido refrigerada ou congelada, permitir que a mesma alcance a terperatura ambiente
antes de ser testada.

2.Retirar o nimero necessério de componentes do TR DPP*
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA BIO -~ MANGUINHOS
e coloca-los sobre uma superficie plana. Caso o kit tenha
sido guardado sob refrigeragdo, certifique-se de que os
componentes do kit estejam a temperatura ambiente no
momento do uso,

3.Retirar o suporte de teste do envelope laminado e
identifica-lo com o nome do animal ou nimero de
identificacao, além do ndinero do lote do kit de onde o
teste foi retirado.

4.Verificar a integridade de todos os componentes e a

existéncia de 2 (duas) linhas na janela de teste do suporte,
sendo | (uma) de cor azul e 1 (uma) de cor verde, Caso
uma ou mais d linh teja ausente, separar o suporte

em todas as etapas de realizacao do teste;

- Os testes nunca devemn ser utilizados ap6s a data de validade;

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

- Alintegridade dos componentes do kit sempre deve ser verificada. Em especial, assegurar-se de que a
embalagem dos suportes esteja intacta. Caso algum dos componentes do kit demonstre imegularidade,
separe o Kit evitando que seja utilizado e entre em contato com o SAC de Bio-Manguinhos;

- Nunca fracionar os kits;

- Nao pingar sangue diretamente no suporte de teste. (i
segundo as oes abaixo (ver P do Teste);

- Cuidado ao adicionar a amostra: a alga deve ser mantida em posicao vertical e a amostra deve ser aplicada
a0 centro do orificio ou pogo # 1 (AMOSTRA + TAMPAO) do suporte de teste;

- Cuidado ao adicionar o tampéo de corrida: o frasco deve ser mantido em posicéo vertical e apenas duas
gotas do liquido devem ser dispensadas ao pogo # 1 (AMOSTRA + TAMPAO) do suporte de teste onde
se encontra @ amostra;

- Aguardar cinco minutos e somente apés o desaparecimento das cores das linhas T (TESTE) e C
(CONTROLE) adicionar quatio gotas do tampéo de corrida ao pogo # 2 (TAMPAQ);

ar sempre a alga coletora fomecida no kit,

ATENCAO: Alguns resultados reagentes podem aparecer em menos de 10 minutos, mas sdo necessarios
10 minutos para detectar um resultado nao-reagente. Ler os resultados em ambiente berni iluminado. Nao
ler os resultados apds 25 minutos da adi¢ao do tampao de corrida ao pogo # 2 (TAMPAO).

- Ap6s o uso, suportes, ponteiras, lancetas, algas coletoras e luvas devem ser descartadas em dgua sanitéria
ou em solugdo de hipoclorito de sédio a 2,5% como material bioldgico potencialmente infeccioso.
COLETA DE AMOSTRA

ATENGAO: para o perfeito funcionamento do teste, usar 5 uL de amostra e seguir as instrugoes 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 as
algas coletoras.

Sangue Total Venoso
Coletar o sangue assepticamente nos tubos contendo EDTA, heparina ou citrato de sédio. Certifique-se que
0 tubo de sangue fol bem misturado antes da n. Siga co ) i do teste

Soro

btido di total col icamente por punggo de veia com um tubo limpo sem anticoagulante.
Deixar 0 sangue coagular a temperatura ambiente. Centrifugar o sangue a 2000rpm, durante 10 minutos,
a temperatura ambiente. Separar 0 s0ro do codgulo para evitar hemélise.

de teste para que ndo seja usado e comunicar o ocorrido
ao SAC de Bio-Manguinhos. Em seguida, utilizar um novo
suporte de teste para continuar o procedimento.

5.Encostar a alga coletora de 5 pl. na amostra a ser
testada, permitindo que a alga seja preenchida com a
amostra. Alternativamente, podemn-se utilizar micropipetas
automaticas, calibradas e ajustadas para 5 pl..

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

7. Virar o frasco de tampéo e manter na posigdo vertical
(sem inclinar) sobre 0 pogo # 1 (AMOSTRA + TAMPAO).
Adicionar 2 (duas) gotas de tampao, lentamente, a0 pogo
# 1 (AMOSTRA + TAMPAO).

8. Aguardar 5 (cinco) minutos. Apds esse tempo, a linha
azul (TESTE) e verde (CONTROLE) da janela devem ter
desaparecido. Em caso contrério, descartar o suporte de
teste e repetir o procedimento desde o usando um
novo suporte.
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QUESTIONARIO CLINICO SEMIOLOGICO

APENDICE B
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CLINICA

Alteracbes de pele |( ) Leve ( ) Moderado () Severo ) Ausente
Descricao:

Onicogrifose ( )Leve ( ) Moderado () Severo ) Ausente
Conjuntivite ( )Leve ( ) Moderado () Severo ) Ausente
Edema de Patas ( )Leve ( ) Moderado ( ) Severo ) Ausente
Paresia de [( ) Leve ( ) Moderado () Severo ) Ausente
Posteriores

Hemorragias ( )Leve ( ) Moderado ( ) Severo ) Ausente
Descricao:

Hepatomegalia ( )Leve ( ) Moderado ( ) Severo ) Ausente
Esplenomegalia ( )Leve ( ) Moderado ( ) Severo ) Ausente
Alteracoes de [( ) Leve ( ) Moderado ( ) Severo ) Ausente
linfonodo

Descricao:

Febre ( )Leve ( ) Moderado ( ) Severo ) Ausente
Coloracéao de [( )Leve ( ) Moderado () Severo ) Ausente
mucosas

Diarréia ( )Leve ( ) Moderado () Severo ) Ausente
Coriza ( )Leve ( ) Moderado () Severo ) Ausente
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APENDICE C

SEMIOLOGICO

Temperatura:

Palpacao:

Percussao:

Auscultacao:

Desidratacao:

( )Leve ( ) Moderada ( ) Severa

Mucosas :

() Hipocorada ( ) Normocorada ( ) Hipercorada
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APENDICE D

AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS / ANAMNESE

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

NOME:

NOME DO PROPRIETARIO:

DATA DO NASCIMENTO DO ANIMAL:

RACA: SEXO:

LOCAL DE NASCIMENTO:

DESLOCAMENTO(S) DO ANIMAL:

DATA(S) DE DESLOCAMENTO(S):

CARACTERISTICAS AMBIENTAIS
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APENDICE E

ANAMNESE

Alteracdes de Sauds:
Diagndstico:

so de medicamentos:
Quais:

Vacinacio contra Leishmidniose:
N° de doses ¢ datas:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
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CERTIFICADO-
Certificamos que o Protocolo n® 03/2010 — CEEA sobre “Inquérito epidemioldgico de
leishmaniose visceral canina em Juiz de Fora. estado de Minas Gerais, Brasil”, projeto
de pesquisa sob a responsabilidade de Elaine Soares Cotmbra . estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA). e foi aprovado pela COMISSAQ de ETICA NA
EXPERIMENTACAOQ ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF,

em reunido realizada em 02/02/2010,

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 03/2010 - CEEA about “Inquérito epidemiologico
de leishmaniose visceral canina em Juiz de Fora, estado de Minas Gerais, Brasil™ -
Elaine Soares Coimbra - is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Research adopted by Brazilian College of Animal Experimentation
(COBEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFIF - ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH
(CEEA) in 02/02/2010.

uiz de Fora, 02 de Fevereiro de 2010

Presiden
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