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RESUMO

A terra indigena Xakriaba estad localizada em area endémica para a zoonose Leishmaniose
Visceral (LV) no norte de Minas Gerais. A LV € uma parasitose relevante, apresentando elevada
mortalidade em casos humanos ndo tratados. Os cdes sdo considerados 0s mais importantes
reservatorios domesticos da LV. O diagndstico e tratamento precoce dos casos humanos, o
controle do inseto vetor e a eutandsia de cdes infectados sdo acBes adotadas no controle da
doenga. Medidas de vigilancia e controle da Leishmaniose Visceral Canina (LVC), preconizadas
pelo Ministério da Salde (MS), ndo tem sido efetivas. Um dos motivos é a permanéncia de
reservatorios caninos nas areas endémicas, geralmente por falhas no diagnéstico soroldgico, pela
demora na retirada sistematica de parte dos cdes soropositivos e soroconversdo de animais
indeterminados ndo retirados de area contribuindo assim para a manutencdo do ciclo da doenca.
No ano de 2011, os métodos diagnosticos soroldgicos para LVC, recomendados pelo MS, eram o
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) como método de triagem e a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) (titulacdo > 1:40) como teste confirmatorio. No entanto, esses testes sorologicos
apresentam limitacdes podendo apresentar taxas subestimadas de infeccdo (falso-negativos) e
resultados soroldgicos indeterminados (zona cinza). O objetivo desse trabalho foi determinar as
prevaléncias para LVC por diferentes métodos de diagnostico utilizando amostras de sangue
dessecado em papel de filtro (SDPF). As técnicas soroldgicas utilizadas foram o ELISA e a RIFI.
O diagnostico molecular foi realizado a partir da técnica PCR-KDNA para 0 género Leishmania
utilizando o iniciador A: 5" (C/G) (C/G) (G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AACCCC ¥
e iniciador B: 5° GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3" que amplificamcam a regido
conservada do minicirculo do DNA do cinetoplasto do parasito. Os animais foram agrupados em
diferentes perfis sorologicos: ELISA+/RIFI+, ELISA+/RIFI-, indeterminado em ELISA/RIFI+,
indeterminado em ELISA/RIFI-, ELISA-, e realizada a comparagéo de propor¢oes do diagndstico
molecular positivo para cada um dos desses grupos. Os resultados da prevaléncia da infeccao
determinada pela ELISA foi 33.3% (317/950), pela RIFI 15.4% (69/447) e pela PCR kDNA foi
igual a 14,8% (140/948). A porcentagem dos resultados positivos utilizando a técnica molecular
do diagnostico molecular variou significativamente (p<0.001) de acordo com o perfil sorologico:
ELISA+/RIFI+ (n=41; 36,6%); ELISA+/RIFI- (n=276; 17,7%), indeterminado em ELISA/RIFI+
(n=28; 57,1%), indeterminado em ELISA/RIFI- (n=100; 15,0%), ELISA- (n= 503; 8,9%). A
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técnica do ELISA demonstrou que sensibilidade de 45,7 % e especificidade de 68,7 %. J& a
técnica de RIFI apresentou a sensibilidade de 32% e a especificidade de 89%. A acurécia da
técnica do ELISA foi de 9,5% e do RIFI foi de 24,2%, o que demonstra que o primeiro teste foi
menos concordante do que o teste RIFI em relacdo ao diagndstico molecular (PCR-KDNA).
Dessa forma, o diagndstico molecular permitiu identificar falhas no diagnostico quando
comparados aos métodos soroldgicos no diagnostico infeccdo do cdo, comprometendo as

medidas de controle da doenca na terra indigena Xakriba.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Terra Indigena, testes soroldgicos, diagnostico

molecular, cdes infectados e L. infantum.
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ABSTRACT

The indigenous land of Xakriabd is located in an endemic region for zoonosis Visceral
Leishmaniasis (VL) in the north of Minas Gerais. VL is a relevant disease with high mortality in
untreated human cases. Dogs are considered the most important domestic reservoir of VL.
Treatment of human cases, the insect vector control and euthanasia of infected dogs are actions
taken to control the disease. Surveillance measures and control of Canine Visceral Leishmaniasis
(CVL), recommended by the Health Ministry (HM), have not been effective. One reason is the
permanence of canine reservoirs in the endemic areas, usually for failure of serological diagnosis,
the delay in the systematic removal of parts of seropositive dogs and seroconversion of
indeterminate animals not removed from the area, leading to the preservation of the disease cycle.
In 2011, the serological diagnosis methods for LVC, recommended by HM, were the Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), as a screening method and the Immunofluorescence
Assay (IFA) (titration> 1:40), as a confirmatory test. However, these serological tests have
limitations and may have underestimated rates of infection (false negatives) and serological
indeterminate results (gray zone). The aim of this study was to determine the prevalence for CVL
through different methods of diagnosis using samples of dried blood on paper filter (DBPF). The
serological techniques used were ELISA and IFA. The molecular diagnosis was made from the
PCR-kDNA technique for Leishmania using the starter A: 5'(C/G) (C/G) (G/C)CC (C/A)
CTAT(T/A)TACC AAC TAC CCC 3'and the starter B: 5GAG GGG GGG CGT TCT GCG
AA 3" which amplify the conserved region of the DNA minicircle of the parasite’s kinetoplast.
The animals were grouped into different serological profiles: ELISA + / IFA + ELISA + / RIFI-
indeterminate ELISA / IFA + indeterminate ELISA / RIFI-, Elisabeth, and a comparison of the
positive molecular diagnostic ratios for each of these groups was performed. The results of the
prevalence of certain infection by ELISA was 33.3% (317/950), 15.4% by IFAT (69/447) and
PCR kDNA was equal to 14.8% (140/948). The percentage of positive molecular diagnosis
varied significantly (p <0.001) according to the serological profile: ELISA + / IFAT + (n = 41;
36.6%); ELISA + / RIFI- (n = 276; 17.7%), unspecified for ELISA / IFA + (n = 28; 57.1%),
unspecified for ELISA / RIFI- (n = 100; 15.0%), Elisabeth (n = 503; 8.9%). The ELISA
technique showed a sensitivity of 45.7% and the specificity was 68.7%. Already the IFA

XVii



ROCHA, A.M.S. Abstract

technique achieved the sensitivity of 32.0% and specificity of 89.0%. The reproducibility of the
ELISA technique was 9.5% and IFA was 24.2%, which shows that the first test was less
consistent than the IFA in relation to molecular diagnosis (KkDNA-PCR). Thus, the molecular
diagnosis showed high frequency of failure diagnosis of serological methods regarding the dog's

infection, compromising the disease control measures in the indigenous land of Xakriba.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Indigenous land, serological tests, molecular diagnostics,
infected dogs and L. infantum.
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1. INTRODUCAO

1.1 — As leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de enfermidades, causadas por protozoarios do género
Leishmania, os quais, transmitidos por via vetorial, induzem patogenicidade e alteracdes clinicas
bem distintas entre si. Esse complexo de doencas pode comprometer pele, mucosas e visceras,
acometendo tanto o0 homem quanto os animais. As mesmas possuem grande importancia para a
salde publica por apresentar alta dificuldade no que se refere ao controle epidemiolégico, além
de possuirem ampla distribuicdo. Segundo, a Organizacdo Mundial de Saude (2010), as
leishmanioses sdo definidas, como enfermidades em expansdo e para as quais ndo se dispde de
instrumentos de controle adequados. Estima-se, que ocorram 1,3 milhdes de novos casos e, que
anualmente, 20.000 a 30.000 pessoas venham a morrer por essa infec¢cdo (LAISON & SHAW,
1987; WHO, 2014).

A infeccdo € ocasionada pelo parasita do género Leishmania, ordem Kinetoplastida,
familia Trypanossomatidae (Ross, 1903). E um parasita digenético, que altera a sua morfologia
entre 0 hospedeiro vertebrado e invertebrado. Nos hospedeiros mamiferos, de diferentes ordens,
assumem a forma amastigota que invade e multiplica-se nas células do sistema monocitico
fagocitario (SMF). A forma promastigota esta presente no meio extracelular, na luz do trato
digestivo dos flebotomineos (BIGELI, OLIVEIRA JUNIOR e TELES, 2012; PALATNIK-DE-
SOUSA DAY, 2011).

A transmissdo dos parasitos do género Leishmania, se da por fémeas de dipteros
pertencentes a familia Phlebotominae sendo os géneros Lutzomyia presentes no Novo Mundo
(FRANCA, 1924), e os géneros Phlebotomus existentes no Velho Mundo (RONDANI, 1840).
Existe grau variavel de especificidade entre as espécies de Leishmania e o hospedeiro
invertebrado (GONTIJO & MELO 2004), podendo assim, somente algumas espécies serem
incriminadas como vetores.

As leishmanioses possuem formas clinicas distintas podendo ser agrupadas como:
leishmaniose cutanea, caracterizada pelo aparecimento de ulceracdes na pele; a leishmaniose
cutdneomucosa, doenca que pode provocar deformidades irreversiveis, principalmente na face

dos pacientes; a leishmaniose cutaneodifusa, responsavel por lesdes nodulares ndo ulcerativas
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disseminadas em todo o corpo e a leishmaniose visceral (LV), sendo essa a forma mais grave,
que pode evoluir para o ébito quando ndo tratada (REITHINGER et al., 2007; WHO, 2014).

A distribuicdo das leishmanioses se faz mundialmente em regides tropicais e subtropicais,
tendo a capacidade de se adaptar a diferentes ecossistemas (WHO, 2014). Nas Américas, o Brasil
se destaca como 0 pais de maior nimero de ocorréncias descritas destas zoonoses e, Minas
Gerais, € 0 estado da regido sudeste que apresenta 0 maior registro de casos da doenga (ALVAR
etal., 2012; BASIL 2006).

Os diferentes padrdes de transmissao existentes, no Brasil, devido a diversidade de
agentes, hospedeiros, reservatérios, situacdo epidemioldgica e vetores ocorrendo em diferentes
ecossistemas, resultam na dificuldade do controle (CURTI, 2009). As dindmicas regionais e
locais vao se diferenciando em aspectos geograficos especificos que estdo relacionados aos

parasitos, vetores, ecossistemas e processos sociais.

1.2 — A leishmaniose visceral

A LV ¢é endémica em 88 paises, tendo aproximadamente de dois a quatro milhGes de
casos registrados por ano no sul da Europa, América Central e Sul, Africa e Asia (ALVAR et al.,
2012). Assim como outras doencas tropicais, os dados epidemioldgicos sdo incompletos, e 0s
dados oficiais subestimam o real problema da doenca no mundo, uma vez que a LV é de
notificacdo compulsdria em apenas 40% dos paises em que ocorre (THAKUR, 2000; ALVAR et
al., 2012).

A espécie responsavel pela LV, no Brasil, é a Leishmania infantum, atualmente,
considerada sinonimia da Leishmania chagasi (ROMERO & BOELART, 2010; LUKES et al.,
2007). A principal espécie vetora, responsavel pela transmissdo do parasita no Novo Mundo é o
Lutzomyia longipalpis (GENARO, 2002; FRANCA-SILVA et al., 2005), embora o Lutizomyia
evansi seja 0 vetor em parte da Coldmbia e Venezuela (TRAVI et al., 1990; BENDEZU et
al., 1995).

O cdo, quando infectado, € considerado 0 mais importante reservatorio doméstico e,
certamente contribui para a mudanca no perfil epidemiolégico da doenca, uma vez que a
ocorréncia de casos caninos geralmente precede o surgimento de casos humanos (MARZOCHI et
al., 1994; OLIVEIRA et al., 2000; BORGES et al., 2014; TEIXEIRA-NETO, 2014).
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No Brasil se destaca em numero de casos humanos, apresentado 95% dos casos
registrados nas Américas (ALMEIDA et al., 2013). A parasitose vem demonstrando expansao,
principalmente em areas urbanas, e somente no ano de 2012 foram notificados 3.038 casos
humanos, com uma incidéncia de ordem de 1,57/100.000 habitantes e uma taxa de letalidade de
7,1%. O grupo mais acometido séo criangas com até nove anos de idade, compreendendo 41,9%
dos casos humanos no pais. Dos 27 estados brasileiros 25 j& notificaram casos autdctones da
doenca (BRASIL, 2012).

No entanto, mesmo com o0 registro compulsorio dos casos de leishmanioses, as
subnotificagcOes ainda séo elevadas. Essas falhas estdo relacionadas aos sistemas de informacoes e
aos métodos de captura-recaptura dos casos. SOUZA-GOMES et. al (2007), ao analisar casos
confirmados de LV com base nos sistemas de informacdo, constaram uma subnotificacdo de
42,2% e 45,0% no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) em relacdo ao
Sistema de Informagdes Hospitalares (SIH) e Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (S1M).

A LV tem grande importancia na salde publica devido a sua ampla distribuicdo e alta
letalidade, principalmente em criangas desnutridas, idosos, pacientes portadores de co-infeccdo
com o virus da imunodeficiéncia humana e em pacientes ndo tratados (HOMMEL et al., 1995;
GUERIN et al., 2002; WHO, 2010). O processo de expansdo da doenca é observado em quase
todo o territdrio brasileiro, principalmente em areas com crescente urbanizacdo e alto indice de
pobreza (CESSE et al., 2001; CERBINO-NETO et al., 2009). O aumento das notificagcOes de
casos de leishmanioses na regido norte de Minas Gerais, em cidades como Montes Claros,
Janauba e Varzelandia, ilustram o processo de expansdo dessa zoonose no Estado (FRANCA-
SILVA et al., 2003; MICHALSKY et al., 2011; DIAS et al., 2007).

1.3 — O reservatorio canino

O cdo (Canis familiares) ocupa posigéo de destaque na epidemiologia da LV (BANETH
et al., 2008; SOLANO-GALLEGO, 2012). Nas Américas, o Brasil se destaca como 0 pais com
maior prevaléncia de LVC (BANETH et al., 2008; BANETH & SOLANO-GALLEGO, 2012).
Essa prevaléncia da infeccdo canina varia de 4% a 75%, dependendo da regido avaliada e do
método de diagnostico utilizado (CAMARGO-NEVES et al., 2001; FRANCA-SILVA et al.,

2003; MICHALSKY et al., 2011; DIAS et al., 2007; ALMEIDA et al., 2010; COURA-VITAL et
3
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al., 2011; FELIPE et al., 2011; BIGELI et al., 2012; SILVEIRA et al., 2012; FIGUEIREDO et al.
2014).

O acometimento do cdo por LV tem importancia consideravel, devido ao fato desse ser
um reservatorio competente para a zoonose, apresentar uma estreita relagdo com os seres
humanos e pela infeccdo canina ser mais prevalente e apresentar um grande nimero de animais
assintométicos (MARZOCHI, 1985; LAURENTI et al., 2013).

BANETH et al. (2008) observaram que cdes infectados, assintomaticos, possuiam cerca
de 20% de parasitismo cutaneo, albergando assim o parasita na derme e garantindo a transmisséo
da doenga. O cdo, portanto, é considerado uma importante fonte de infeccdo para os vetores,
sendo encontrado em todos os focos da doenga humana e caracterizado como o principal
reservatorio doméstico na cadeia de transmissdo da LV (DEPLAZES et al., 1995; MAIA et al.,
2010). Vérios autores se posicionam a favor da retirada dos cées infectados, como medida de
controle na transmisséo da infeccdo (CAMARGOS-NEVES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2000;
FRANCA-SILVA el al., 2003; MAIA et al., 2008; PRADO et al., 2011).

Em um estudo de intervencao realizado por ASHFORD et al. (1998), no municipio de
Jacobina, estado da Bahia, areas em que ocorreu eliminacdo de cées soropositivos para LVC, foi
demonstrado uma reducgdo na prevaléncia dessa doenca no cdo, 36% para 10%. Ja a area controle
em que os cédes foram examinados, mas onde os cédes soropositivos ndo foram removidos, a
incidéncia da infeccdo canina veio a aumentar, variando de 16% a 27%. Além disso, houve uma
diminuicdo significativa nos casos humanos depois do inicio dessa intervencdo, sugerindo que a
eliminacdo de cées soropositivos pode afetar a incidéncia de casos da LV canina e humana.

Diante dessas evidéncias, o Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(PVC-LV) do Ministério da Saide (MS) (MORENO et al., 2002; ALVAR et al., 2004; BANETH
et al., 2008) vem preconizando a eutanasia dos cdes sororeativos (Brasil 2006). No entanto, para
o efetivo controle dessa infeccdo, faz-se necessario que essas agdes, sejam realizadas o0 mais
breve possivel, ndo devendo ultrapassar 90 dias ap6s o diagnéstico. Segundo COURTENAY et
al. (2002), seriam necessarios 105 dias apds a soroconversdo para o cdo se tornar fonte de
infeccdo para flebotomineos; segundo esses autores o Xxenodiagnostico poderia ser positivo
aproximadamente seis meses ap0s ter sido picado por fémeas de flebotomineos infectadas.

No entanto, essa medida de controle provoca grande discusséo e falta de consenso entre 0s

especialistas. Ao contrario dos autores anteriormente citados, varios autores também s&o
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contrarios a retirada dos cdes infectados como medida de controle de satde publica. SABROZA
et al. (1992), EVANS et al. (1992), CERBINO et al. (2009) e COSTA (2011) ndo observaram
associacdo entre a positividade canina e os casos de LV humana, questionando a eutanésia de
cdes soropositivos. DIETZE et al. (1997) ao realizar um estudo de intervencéo, no estado do Espirito
Santo, observou que em areas que nas quais houve a eliminacdo de cdes sororeativos, a positividade
humana aumentou na mesma propor¢do que na area onde nao houve remocao dos cées infectados por
Leishmania.

Um dos motivos para essas discordancias é a falta de acuréacia dos métodos soroldgicos
empregados no diagnostico da infeccdo por Leishmania sp. A avaliacdo soroldgica do cdo ndo
conta com metodos diagnosticos 100% sensiveis e especificos (FERREIRA et al, 2007;
GRIMALDI et al. 2012; QUINNEL et al. 2013). Outro motivo, como citado anteriormente, é a
demora da retirada do reservatério infectado. COSTA et al. (2011) acreditam que a transmissao
da LV entre humanos deve ser mais bem investigada para se mensurar o potencial real do céo

como reservatorio da doenca.

1.4 — O diagnostico da LVC

A LVC € uma enfermidade crénica e cuja evolugdo esta relacionada a diferencas genéticas
entre as racas e individuos e a ativacdo de resposta imunoldgica de cada animal (SANCHEZ-
ROBERT et al. 2008). Em relacdo a LVC o tamanho da pelagem, habitacdo, presenca de outros
reservatorios e status imunoldgico do cdo podem estar associados a susceptibilidade para o
desenvolvimento da infecgdo por LV (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001; FRANCA-SILVA
etal., 2003; BARBOZA et al., 2006; DANTAS-TORRES 2006).

O processo da infeccdo no animal nem sempre reproduz sintomas clinicos, sendo o
periodo de incubacdo da doenga extremamente variavel (NELSON & COUTO, 2001; SOLANO-
GALLEGO, 2009). As alteracdes causadas pela LVC sdo consequéncia da acdo direta do parasita
e da deposicdo de imunocoplexos em varios orgaos e tecidos afetados, condi¢do esta que pode
desencadear sintomas variados, desde aparentemente sadio até o grave estado terminal (NOLI,

1999; SOLANO- GALEGO, 2009). Dentre os principais sinais e sintomas clinicos no cdo estao
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as lesdes cutaneas, linfoadenopatia, perda de peso, anemia, afeccdes oculares, onicogrifose, e
esplenomegalia (BRASIL 2006; DIOUANI et al., 2008).

A diversidade de sinais clinicos ou a auséncia deles faz com que o diagnéstico laboratorial,
para a LVC, seja imprescindivel para a confirmacdo da doenca. Estes compreendem métodos
parasitolégicos, imunologicos e moleculares.No entanto, apesar dos avangos ocorridos em busca
de testes diagnosticos mais acurados, nenhum dos existentes apresenta 100% de sensibilidade e
especificidade.

O teste parasitoldgico é o padréo ouro no diagndstico das leishmanioses e é imprescindivel
na rotina da salde publica. Este consiste em uma metodologia de demonstragdo direta em
esfregacos, impressdes teciduais (imprint) ou no cultivo do parasita. E um método invasivo, mas
que apresenta especificidade de 100% ao nivel de género. No entanto, a sensibilidade da mesma é
afetada pelo grau de parasitismo do individuo. Nos cées sintomaticos, 0s métodos parasitologicos
podem apresentar 80% de sensibilidade. J& nos cdes oligossintomaticos e principalmente nos
assintomaticos, a sensibilidade desses métodos diminui (BRASIL 2006; BANETH E AROCH
2008).

O diagnoéstico imunoldgico tem sido amplamente empregado na determinacdo da
prevaléncia da infeccdo canina (ABRANCHES et al., 1998). Até o ano de 2011, era preconizada
pelo MS a realizacdo de inquéritos soroepidemioldgico utilizando o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para a triagem e a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) como exame
confirmatorio (BRASIL, 2006). Atualmente, os métodos preconizados pelo MS séo o teste
imunocromatografico DPP como triagem e a ELISA como método confirmatério (Nota Técnica
Conjunta N°01/2011).

O diagnéstico imunoldgico caracteriza-se por ser feito a partir de métodos indiretos, assim
chamado por ndo ser possivel a visualizacdo do parasito. A intensa producdo de anticorpos,
principalmente altos titulos de imunoglobulina G (IgG) e menor quantidade de imunoglobulina M
(IlgM), causada pelo parasitismo, devido a expressdo policlonal de linfécito B, faz com que os
métodos soroldgicos sejam amplamente utilizadas tanto para o diagnostico individual da doenga,
quanto para aplicacdo em inquérito epidemiolégico (MARCONDES et al., 2011). REIS et al.
(2006) relataram que o tipo e a concentragdo de imunoglobulina podem variar de acordo com o

estado clinico e carga parasitaria do céo infectado.
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O teste de ELISA foi descrito em 1971 (ENGVALL & PERLMAN, 1971), sendo
introduzido em 1976, porHOMMEL (1976) no diagndstico das leishmanioses. E o teste mais
utilizado para imunodiagnostico de LV, por ser automatizado, rapido, de facil execucéo e leitura,
sendo um pouco mais sensivel e um pouco menos especifico que a RIFI. A sensibilidade e
especificidade do mesmo podem variar de acordo o antigeno utilizado ou com alteracdes que
venham a sofrer o protocolo. Assim, a sensibilidade e especificidade da técnica podem variar
entre 90 e 100% e entre 71 e 100%, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2005; ZANETTE et al.,
2006; MIRO et al., 2008; SILVA et al., 2012).

A RIFI, descrita pela primeira vez em 1964 por DUXBURY & SADUN, apresenta, para
amostras de soro de animais infectados, sensibilidade que varia entre 87 e 100% e especificidade
de 80 a 100% (MACHADO et al., 2007; METTLER et al., 2005; ZANETTE, 2006). A baixa
especificidade apresentada € devida a reacfes cruzadas com doencas causadas por outros
tripanossomatideos (FERREIRA, 2007; ZANETTE, 2008). Além disso, € uma técnica que nao
possibilita leitura automatizada o que necessita de profissionais capacitados e inviabiliza a analise
de um grande numero de amostras.

Os teste imunocromatogréaficos, ou testes rapidos como também sdo chamados, utilizam
como antigeno o rK39, tem sido amplamente empregados no diagnoéstico de LV humana e
canina. Sdo testes de simples execucdo e de resultado rdpido, podendo ser realizados com
amostras de sangue total, de soro ou plasma. Além disso, a execucdo desses testes ndo necessita
de todo o aparato do laboratério, podendo ser realizado em campo em inquéritos
epidemioldgicos. A sensibilidade e especificidade dessa técnica variam entre 77% e 91,5%, e 61
a 100%, respectivamente (REITHINGER et al., 2002; ZANETTE, 2006; LEMOS et al., 2008;
LIMA et al.,, 2010). Em comparacdo com os testes soroldgicos ELISA e RIFI, os testes
imunocromatograficos apresentam sensibilidades e especificidades inferiores, condicdo essa que
faz com que alguns autores afirmem que o seu uso limita o diagndéstico confirmatério (LIMA et
al., 2010; SILVA, 2012).

Diante das limitacbes que os testes soroldgicos apresentam, os mesmos devem ser
interpretados com cautela, uma vez que ndo apresentam a acuracia desejada para a deteccdo dos
cdes assintomaticos, cdes provenientes de areas endémicas ou cdes que apresentem uma resposta
imune predominantemente celular (IKEDA-GARCIA & FEITOSA, 2006; PALTRINIERI et al.,
2010).
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Diante das limitacGes apresentadas pelas técnicas de diagnéstico imunoldgico, o método
molecular tem sido amplamente empregado. Com o progresso da biologia molecular e o advento
da Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR - (SAIKI et al., 1985), esse tipo de teste diagnostico
tornou-se sensivel e de identificacdo rapida do parasita. RODGERS et al. (1990) mostraram que a
técnica de PCR ¢é capaz de detectar o KDNA equivalente a um parasita e, a partir de entdo, esta
técnica passou a ser utilizada no diagnostico da LV (CUPOLLILLO et al.,1994; DEGRAVE et
al., 1994). O diagnostico molecular quando comparado com outras técnicas, apresenta maior
sensibilidade e especificidade utilizando mesmo material biolégico (FERREIRA, 2007,
SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Além de maior acuracia, essa técnica permite detectar o
inicio da infeccdo, ao contrario da sorologia que tem maior aplicabilidade em estagios mais
avancados da doenca. Mesmo com varias vantagens, o diagnostico molecular ndo é acessivel na

rotina da vigilancia epidemiologica.

1.5 - Populacéo negligenciada e a leishmaniose visceral

A LV é uma enfermidade prevalente em condicGes de pobreza, que contribui para a
manutencdo da exclusdo social e o quadro de desigualdade em saude (CARNEIRO, 2013). O
processo de ocorréncia dessa infeccdo conta com determinantes, que na maioria das vezes, estao
relacionadas a populacdes negligenciadas. De acordo com dados da Organizacdo Mundial de
Salde (2010), mais de um bilhdo de pessoas estdo infectadas com uma ou mais doencas
negligenciadas, o que representa um sexto da populacdo mundial. Os determinantes como
pobreza, migracdo, ocupacdo humana desorganizada, condi¢cBes precarias de habitacdo e
saneamento e a ocorréncia de desnutricdo estdo intimamente associadas a individuos mais
carentes ou vulneraveis (WERNECK, 2010).

Assim, como outras doencas transmissiveis, a LV apresenta maior impacto e incidéncia
em populacdes que sdo negligenciadas diante das determinantes impostas pelas politicas
econdmicas e sociais. As condi¢es socioeconémicas e socioambientais, existentes no contexto
de vida dessas populagOes interagem no processo de transmissdo da doenga, permitindo ndo
apenas o0 aumento dos coeficientes de incidéncia, morbidade e letalidade, mas também expanséo
geogréafica e a geracdo de diferentes perfis de acometimento (NEGRAO & FERREIRA, 2014).
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Condigbes socioecondmicas e socioambientais interagem na eco-epidemiologia da LV.
SHERLOCK (1996), em um estudo realizado na Bahia, observou que a prevaléncia de cées
infectados, a desnutricdo dos individuos e a densidade vetorial estavam associadas a péssimas
condicdes sanitarias e baixo nivel s6cio-econémico da populacdo. Esse fato vem de encontro com
0s achados de CESSE et al. (2001), no estado de Pernambuco, que verificaram que as baixas
condicBes financeiras e habitacfes precérias favoreceram a infeccdo por L. infantum em seres
humanos. OLIVEIRA et al. (2001), por meio da analise espacial, associou a presenca de LV
humana a densidade de infeccdo canina, nas diferentes microrregides de Belo Horizonte, assim
como a presenca de areas com alta densidade vetorial, e condi¢fes socioecondmicas inadequadas.

Os indigenas sdo parte constituinte das populagcdes negligenciadas, e sofrem como os
demais com diversas doencas infecto parasitarias. Esses povos apresentam taxas de mortalidade e
morbidade, por doencas infecto parasitarias, trés a quatro vezes maiores que a populacdo
brasileira ndo indigena (ESCOBAR, 2003; SERAFIM, 2004). Tal condicdo esti associada a
determinantes como: ma nutri¢do, caréncia de saneamento basico e convivio proximo a animais,
favorecendo a transmissao de diversas parasitoses (PENA, 2004; SOUZA et al., 2014). A LV esta
incluida no perfil de morbimortalidade indigena e, tem como um importante determinante de
risco o estado nutricional do individuo, fator esse que estd atrelado as baixas condicoes
socioecondémicas (COIMBRA JR. & SANTOS, 2001; SCRIMSHAW & SANGIOVANNI,
1997).

1.6 — A leishmaniose visceral e a terra indigena Xakriaba

Os povos indigenas existentes, no Brasil, constituem menos de 0,4% da populacéo total
do pais. A estimativa € que existam 305 etnias distribuidas em quase todo o territério nacional,
sendo aproximadamente 817,9 mil indigenas (IBGE, 2013). Essa é uma populacao que sofre com
as mudangas socioculturais, econdmicas e ambientais e que, além disso, € marcada pela
desassisténcia a saude.

A implementacdo da Politica Nacional de Atencdo a Saude dos Povos Indigenas, a mais
de 10 anos, com a criagdo dos Distritos Sanitarios Especiais Indigenas (DSEI), ndo sanou a

deficiéncia na gestdo de informacao em salde, ndo contemplando censos ou outros inquéritos que
9
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venham propiciar a construcdo de um perfil epidemioldgico dessa populagdo (Coimbra Jr. e
Santos, 2001). Poucos sdo 0s registros e quando esses existem as responsaveis por esses dados
parciais sdo a Fundacdo Nacional de Satude (FUNASA), a Fundacio Nacional do indio (FUNAI)
e outras organizagdes ndo-governamentais as fornecedoras (SANTOS et. al., 2014).

Assim como para as outras doengas infecto parasitérias, raros sao os relatos na literatura
acerca da LV nessa populacgdo, principalmente, quando se trata dos estudos dos reservatorios
domésticos. Segundo ANTONIO et al. (2010), dentre os 63 cies procedentes a Terra Indigena
Krenak, 29 estavam positivos, com prevaléncia igual a 46%. O agente etiologico detectado nessa
T1, através do diagnostico molecular, foi a Leishmania infantum.

Na Terra Indigena Xakriaba,(TIX) localizada no municipio de S&o Jodo das Missdes, na
regido norte do estado de Minas Gerais, QUARESMA et al. (2011) observaram uma
soroprevaléncia canina de 15,31% analisando cdes de duas das 32 aldeias existentes. Nessa
mesma Terra Indigena (T1), REGO et al. (2014) relataram, que em uma dessas aldeias, a principal
espécie vetora coletada foi a Lu. longipalpis.

O mesmo programa, proposto pelo MS, tem como o objetivo a reducéo das formas graves,
diminuicdo das taxas de letalidade e o grau de morbidade, assim como o0s niveis de transmissado
da doenca (BRASIL, 2010; 2011). Diante dos raros estudos e da caréncia de informacdes a cerca
da epidemiologia da LV, em terras indigenas, a conducdo do que é proposto pelo PVC-LV néo é
executada ou ndo é registrada.

A TIX apresenta varios pontos importantes para a busca de informacGes a cerca da LV. A
reserva esta situada em area endémica para as leishmanioses. Estudos apontaram presenca do
vetor/hospedeiros e nenhum inquérito canino abrangente foi realizado a fim de prever e impedir
0s casos humanos. Além disso, segundo observacdes de SIRIO (2012), nas criangas (0 a 12 anos)
Xakriaba, a prevaléncia da desnutricdo recente (Peso/ldade) é igual a 6,3%, e a pregressa
(Altura/ldade) igual a 16,3%. Dessa forma, frente a presenca de grupos populacionais vulneraveis
fica evidente a necessidade de determinar a prevaléncia da infec¢cdo por Leishmania sp no

reservatorio canino, e as area de risco, a fim de otimizar as medidas de controle da doenga.
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2. JUSTIFICATIVA

A LV é endémica em varios municipios da regido onde esta localizada a TIX, como
observado nas areas urbanas de alguns municipios do norte de Minas Gerais, como em Montes
Claros, Janauba e Varzelandia, ilustrando o processo de expansdo dessa zoonose no Estado
(FRANCA-SILVA et al., 2003; MICHALSKY et al., 2011; DIAS et al., 2007). Esses estudos tem
destacado a importancia do cdo na consolidacdo da endemia nessas areas geograficas, muitas vezes
antecedendo o aparecimento de casos humanos.

Pouco se conhece sobre a prevaléncia da leishmaniose na populagdo canina na TIX, e
sobre o papel do cdo na cadeia epidemioldgica da doenca nessa area. Além disso, parametros
epidemioldgicos necessitam ser estabelecidos para subsidiar as acdes de controle, a fim de
estimar o risco a que essa populacao esta exposta.

A relevancia desse trabalho, portanto, esta respaldada na falta de informacdo sobre a
amplitude dessa zoonose na TIX, e na necessidade de esclarecer algumas limitacbes do uso do

sangue dessecado em papel filtro no diagndstico soroldgico da leishmaniose visceral canina.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Estimar a prevaléncia da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) na Terra Indigena Xakriaba,

segundo parametros sorologicos e moleculares.

3.2 — Objetivos especificos

1. Determinar a prevaléncia da LVC na T1X, por método soroldgico e molecular;

2. Avaliar o desempenho da sorologia utilizando eluato de sangue dessecado em papel filtro
Klabin n® 1, em relagcdo a PCR, utilizada como indicativo de presenca/auséncia da infeccédo
na populagéo canina;

3. Determinar a correlagcdo entre os resultados obtidos, validando os testes soroldgicos
utilizados a partir da acuracia dos mesmos;

4. Determinar a prevaléncia da sorologia indeterminada, e sua correlacdo com o método
molecular;

5. Identificar a espécie do parasito do género Leishmania, utilizando a PCR-KDNA;

6. Determinar a presenca de infecgdo em diferentes tecidos de uma amostra de cées infectados;

7. Caracterizar a espécie do parasito;

8. Apresentar a distribuicdo espacial da infeccdo na area de estudo.

14
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4. METODOLOGIA

4.1 - Desenho do estudo

O estudo foi do tipo transversal censitario para identificacdo de cdes com sorologia
positiva para a leishmaniose. As mesmas amostras passaram por diagnéstico molecular, sendo
possivel a identificacdo das espécies de Leishmania sp. responsaveis pela infeccdo do cédo
(Figura 1). Tendo como base os domicilios em que houve a coleta da amostra canina, os dados
gerados foram georreferenciados para a construcdo de um sistema de informacao cartogréafico-

epidemioldgico dessa terra indigena de Minas Gerais.

Sangue dessecado em papel de filtro de 950 Cies

Sorologia Extraciao de DNA
PCRIRBP
ELISA +/z¢ IFI +
Dosagem do
DNA
L. Linfonodo
Eutanasian=42 Baco
Pele PCR kDNA
Necropsian=24
Medula Mielocultura

Figura 1: Diagrama do fluxo do diagndstico da LVC, na Terra Indigena Xakriaba.
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4.2 - Periodo e area do estudo

O presente estudo foi realizado no ano de 2011, na populacéo canina da TIX (14°53°01”
de latitude Sul ¢ 44°05°26” de longitude Oeste), localizada no municipio de Sdo Jodo das
MissBes, norte de Minas Gerais, Brasil (Figura 1). O municipio faz limites com os municipios de
Miravania, Manga e Itacarambi, e esta localizado no alto-medio do Séo Francisco, micro regiao
do Vale do Peruacu. A &rea indigena possui 530,74 kmz2, correspondente a 78,07% da superficie
total do municipio (IBGE, 2010; ESCOBAR, 2012).

A TIX é organizada em 32 aldeias, distribuidas em cinco polos base de salude e possui
populacdo de 7.760 individuos, dos quais mais de 50% tem idade abaixo de 24 anos (IBGE,
2010). Como érea constituinte da regido norte do estado de Minas Gerais, apresenta vegetacdo de
transicdo entre o cerrado e a caatinga, com zonas de mata mais densa proximo as fontes de agua,
e clima semi-arido com longos periodos de estiagem. A ocupacdo dos indigenas no territorio se
faz dependente da disponibilidade de agua, fato esse que limita as possibilidades de subsisténcia,
tornando a por¢éo do territorio delimitada cada vez menor e mais insuficiente e que faz algumas
aldeias apresentarem estado lastimavel de pobreza (QUARESMA, 2011; ESCOBAR, 2012).

A avaliacdo da prevaléncia da LVC foi realizada em 17 aldeias (Brejo Mata Fome,
Caatinguinha, Custddio, Imbauba, Itapicuru, Morro Falhado, Pedra Redonda, Prata, Riachéo,
Riachinho, Riacho comprido, Riacho do Brejo, santa Cruz, Sdo Domingos, Sapé, Sumaré Ill e
Terra Preta) estando essas distribuidas no polo base de salde Itapicuru, Brejo Mata Fome e
Sumaré. Nenhuma aldeia dos polos base Rancharia e Pindaibas foram avaliadas nesse inquérito.

A populacdo canina foi estimada, baseada no numero da populacdo, estabelecendo uma
relacdo de um céo para sete humanos - 1:7 (MAGNABOSCO, 2006). Sendo assim, estimou-se
uma populacdo de aproximadamente 1200 caes.
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Figura 2: Delimitacdo da Terra Indigena Xakriaba e sua distribuicdo nos cinco polos base de

salde.

4.3 - Questdes Eticas e Fonte de Dados Epidemiol6gicos

Todos os animais investigados no presente estudo foram registrados em uma ficha,
fornecida pela secretaria de saide do municipio de S&o Jodo das Missdes, que constava 0 nome
do proprietario, 0 nome do cdo, sexo, raca e funcdo do animal, coordenadas geograficas do
domicilio, identificacdo da aldeia e 0 numero do RG do domicilio.

Foi solicitado aos proprietarios de cées sororeagentes, a autorizagcdo por escrito para
realizacdo dos procedimentos de eutanasia. Todos esses procedimentos foram realizados por
veterinarios do DSEI, segundo as normas vigentes do Comité de Etica Animal, proposta essa
aprovada no CEUA/UFOP (Processo do protocolo: 2010-39) (Anexo ).
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4.4- Diagnostico Sorologico e Critério de Positividade

Assumindo os critérios de positividade estabelecidos pelo MS, no ano de 2011, foram
empregados como métodos diagnosticos soroldgicos para LVC, o ELISA e a RIFI como teste
confirmatdrio (Biomanguinhos, Fiocruz/RJ, Brasil). As reacdes foram realizadas no Laboratério
de Epidemiologia das Doencas Parasitarias da Escola de Medicina da UFOP. Foram considerados
como positivos e, portanto, indicados para a eutanasia, 0s cdes com positividade para ELISA,

absorbancia maior que zona cinza e RIFI com o titulo > 1:40.

Os cées sororeagentes, escolhidos para a necropsia, tiveram amostras biologicas
coletadas. Assim, a realizagdo do teste imunocromatografico DPP® (Biomanguinhos, Fiocruz/RJ,
Brasil), metodologia empregada a partir do ano de 2012, como método de triagem e substituicdo
do teste de RIFI (Nota Técnica Conjunta N°01/2011), foi possivel em amostras de soro desses

animais.

4.5 - Eutanésia dos cdes sororeagentes

Os cdes identificados como positivos pelo diagnostico soroldgico formam eutanasiados,
conforme recomendado pelo PVC-LV (BRASIL, 2006). A eutanasia foi realizada utilizando o
protocolo de sedacdo com posterior aplicacdo venosa de cloreto de potassio, em conformidade
com a Portaria do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) 2012. Para tal, foi aplicada
no cdo selecionado para eutanasia a dose de 1 ml de Cloridrato de Xilazina a 5% por 10
quilogramas de peso vivo. Apds a constatacdo da sedagdo, o animal foi administrado, ia
endovenosa, por cloreto de potassio. A morte do céo foi verificada através de ausculta da area de
reflexdo cardiaca para verificar a auséncia de batimentos, verificacdo da dilatacdo da pupila e
execucao do teste de sensibilidade ao toque na cornea. Os 42 cdes destinados a eutanasia, foi
escolhida uma amostra de 24 animais para necropsia, sendo realizada a identificacdo, exame

clinico e coleta de material biologico desses animais.
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4.6 — Necropsia

4.6.1 - Avaliacdo Clinica dos Animais

O exame clinico dos cées foi realizado pelo médico veterinario Dr. Jodo Carlos Franca e
Silva, seguindo as normas vigentes do CFMV (2012). Os registros da condi¢édo clinica de cada
animal foram realizados em formulario proprio (ANEXO I1). Foi avaliada a presenca de alopecia,
ulceracédo, descamacéo cutanea, conjuntivite, onicogrifose, emagrecimento dentre outras. A partir
dessa avaliagdo o0s animais puderam ser classificados em assintomaticos, 0s que ndo
apresentavam sinais clinicos, e sintomaticos, animais que possuiam sinais clinicos (BRASIL,
2006).

4.6.2 - Obtencdo das Amostras Bioldgicas

Foi realizada coleta de uma amostra de 5ml de sangue periférico, por puncdo da veias
cefalica ou jugular, em tubos para coleta de sangue sem anticoagulante, para separa¢do do soro.
Dessa amostra foipossivel a realizacdo do teste sorolégico DPP (n=24). A coleta da medula dssea
foi realizada na regido da crista da tibia do cdo, utilizando agulha 18G acoplada em uma seringa
de 20,0 ml. Antes deste procedimento, os animais foram sedados com solucdo de cloridrato de
xilazina (Dopaser® - Lab. Hertape Calier), na dose de 1,1-2,2 mg/kg PV, por via intramuscular,
musculo semitendinoso, utilizando-se seringa de 1, 3 ou 5ml e agulha 25 x 8. Apds apresentarem
estado de relaxamento muscular, os animais foram anestesiados com solucdo de thionembutal
(Thiopentax® - Lab. Cristalia), sendo 1grama ressuspendido em 40 ml de soro fisioldgico, dose
de 5-15 mg/kg PV, por via endovenosa, veia cefélica, usando scalp n° 21, 23 ou 25G, de acordo
com o tamanho do animal e seringa de 3, 5 ou 10ml, de acordo com o volume a ser administrado.
Apbs este procedimento, foram aguardados cerca de 2-5 minutos até que o animal apresentasse
plano anestésico profundo, evidenciado pela rotacdo de globo ocular, auséncia de reflexos
interdigitais profundos, superficiais e corneal e respiragdo abdominal. Em seguida, com o animal
ainda anestesiado foi realizada logo ap6s a puncéo de medula 6ssea, utilizando-se para isso uma

dose extra de thionembutal, via endovenosa e, logo apo6s, injecdo de 20ml de solugéo de cloreto
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de potassio saturada (20% de cloreto de potassio em &gua bidestilada), via endovenosa. Uma vez
atestado o Obito do animal, a necropsia foi realizada subseqtientemente. Foi realizada incisdo no
flanco esquerdo para exposicdo dos intestinos, para coleta do fragmento de linfonodo
mesentérico. Alem disso, foram coletados também um fragmento do tecido do baco e da borda
distal da orelha. O material biologico coletado (da borda distal da orelha, baco e linfondo
mesentérico) foi devidamente identificado, armazenado e congelado a -80°C para a posterior
realizacdo das técnicas moleculares. A carcaca do animal foi acondicionada em saco plastico e

destinada ao aterro controlado do municipio de Séo Jodo das Missdes.

4.7 — Diagndstico parasitologico das amostras dos cdes necropsiados

4.7.1 — Cultura e Isolamento das Cepas de Leishmania

As amostras de medula 6ssea dos animais amostrados foram transferidas em condicfes de
esterilidade para trés tubos de vidro contendo 3 mL do meio de cultura difdsico NNN/LIT
COSTA et al., 1983). Esse meio foi preparado a partir da associacdo dos meios de NNN
(NICOLLE, NOVY & NEAL, 1908) e o LIT (Liver infusion Tryptose, CAMARGO, 1964).
Essas foram armazenadas em caixa de isopor, a temperatura ambiente por dois dias e
posteriormente em estufa tipo B.O.D, a temperatura de 25°C + 1°C. Ap0s trés ou quatro dias as
amostras foram submetidas a limpeza para retirada de codgulo, em ambiente estéril (capela de
fluxo laminar). O exame foi realizado em intervalo de quatro a sete dias, em microscopio 6tico,
objetiva de 10X ou 40X, colocando-se uma gota sobre lamina; a cultura foi considerada positiva
quando foi observada a presenca de pelo menos uma forma promastigota de Leishmania. As
amostras isoladas foram expandidas em meio NNN/LIT, passando de tubos de ensaio para
erlenmeyers de 50 a 150 ml até atingir o volume final de 100.000.000 células, em
aproximadamente 40ml de meio de cultura, para realizacdo da PCR. A contagem dos parasitos foi
realizada em camara de Neubauer. Quando a amostra atingiu o volume de células desejado o
meio liquido foi centrifugado a 3000 rpm, 4°C, por 15 minutos, para sedimentacdo das células,

lavado e resuspendido em PBS por dois ou trés vezes, posteriormente congelado a — 20°C.
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Amostras negativas foram acompanhadas por pelo menos quatro semanas. Apos esse periodo, as
amostras que continuaram negativas, foram descartadas.

Uma vez obtido o isolamento, os isolados de Leishmania foram mantidas a temperatura de
23°C e a massa de cada uma foi obtida, através de repiques sucessivos em todas as etapas do
cultivo a cada 7 dias, em condigdes 6timas de esterilidade. O inoculo foi transferido inicialmente
para dois tubos de NNN/LIT. Posteriormente, em intervalos de sete dias, cada passagem foi
expandida sequencialmente para erlenmeyers de 25, 125, 250 ml. Apds cinco dias, com a cultura
em fase exponencial de crescimento, 0 material foi examinado microscopicamente, a viabilidade
dos flagelados foi observada, avaliando-se sua motilidade e a auséncia de contaminantes. Uma
aliquota de 1 ml da cultura foi retirada, identificada e criopreservada em nitrogénio liquido,

tendo-se utilizado solucdo de glicerina a 10% como crioprotetora.

4.7.2 — Exame Direto por Esfregacos e Aposi¢cdo dos Tecidos

Foi realizado o esfregaco por aposicdo (imprints) dos fragmentos de tecidos (medula,
baco, linfonodo mesentérico e borda distal da orelha) coletados na necropsia dos caes. Estes
foram pressionados em laminas previamente limpas e desengorduradas, fixados com solucéo de
alcool metilico e coradas pelo método Giemsa. Estes imprints foram analisados por microscopia

Optica (aumento de 1000x), a procura de formas amastigotas.
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4.8 - Diagnéstico Molecular (Padrao Ouro)

4.8.1 - Extracao de DNA

Para extracdo de DNA das amostras de sangue em papel filtro Klabin n° 1, foi realizado o
protocolo de acordo com MONBRISON et. al. (2007) adaptado. Um quadrado (0,5 cm de lado)
de papel impregnado com sangue foi cortado em um tubo tipo Eppendorf estéril de 1,5 mL,
contendo solucdo de saponina 5% e incubado durante 60 minutos. Apds centrifugacdo de 3
minutos a 12.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o papel filtro foi incubado com 200 ul da
resina Instagene Matrix® a 56 °C por 30 minutos, sendo levado ao vortex trés vezes a cada 15
minutos. Posteriormente os tubos foram incubados a 100°C por 8 minutos antes da centrifugacao
de trés minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante (20 a 30 ul) foi coletado com cuidado para evitar o
transporte da resina. O DNA extraido foi diluido em H2O estéril na proporcdo 1:5 e mantido a -
20°C até o momento da PCR.

As amostras coletadas de pele, baco, figado, medula e linfonodo foram acondicionadas a -
80°C e posteriormente submetidos a extracdo do DNA. A metodologia para extracdo seguiu a
orientacdo do fabricante do Wizard® Genomic DNA PuRIFIcation System (Prodimol). Apds a

extracdo e purificacdo o DNA foi reidratado e armazenado -20°C até o momento do uso.

4.8. 2 — PCR Convencional

As amostras de DNA extraido dos tecidos e dos papeis de filtro foram avaliados
primeiramente pela PCR-IRBP. As reacfes da PCR-IRBP sdo dirigidas & amplificacdo de
fragmentos dos genes constitutivos de mamiferos sendo utilizados para reacdes de controle
enddgeno da qualidade e integridade do DNA extraido. O par de iniciadores utilizados foi, o
IRBPfwd: 5°’TCC AAC ACC ACC ACT GAG ATC TGG AC 3’ e o IRBPrev: 5° GTG AGG
AAG AAA TCG GAC TGG CC 3, tendo como produto amplificado um segmento de 120pb
(FERREIRA et al, 2010). As amostras, uma vez positivas para 0 PCR-IRBP, foram avaliadas
para a deteccdo do DNA de Leishmania spp.
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O par de iniciadores utilizado para o género Leishmania visou a amplificacdo da regido
conservada do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) do parasito. Os iniciadores A: 5
(CIG) (C/G) (G/C) CC(C/IA) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3 e iniciador B: 5" GGG
GAG GGG CGT TCT GCG AA 3" (DEGRAVE ET AL., 1994) amplificaram um segmento
de 120 pb. As reacGes foram preparadas para um volume final de 25ul contendo 5,0ul de DNA
(correspondendo a 40 ng, para produtos de extracdo de DNA de papel de filtro, de 10 -20 ng, para
amostras de DNA de cultura e de 30 a 300 ng, para amostras de DNA de tecidos), 0,5ul (10
pmol) de cada iniciador (Bioneer), 9,37ul de agua ultra-pura (GibcoTM) e uma “bead” (Ready-
to-go PCR beads - GE Healthcare) contendo, ap06s reconstituicao para 25pul, uma concentracdo de
100 uM de cada dNTP em 5 mM de Tris-HCI (pH 9.0 em temperatura ambiente), 25mM de KCl,
2,5 mM de MgCI2, BSA, aproximadamente 0,5U DNA polimerase e tampdo de reacdo. A
amplificacdo foi feita em equipamento termociclador automatico (Perkin-Elmer-Geneamp PCR
Sistem 2400) utilizando-se o seguinte programa: 94°C por 4 minutos seguidos de 35 ciclos de:
94°C por 30 segundos para desnaturacdo, 60°C por 30 segundos para anelamento e 72°C por 30

segundos para extensao; extensao final a 72°C por dez minutos.

4.8.3 — Identificacdo das espécies de Leishmania

A técnica de RFLP utiliza enzimas de restricdo que cortam a dupla fita de DNA pelo
reconhecimento de uma pequena seqiéncia de nucleotideos, usualmente de quatro a seis pares de
bases de tamanho. O kDNA das espécies Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmani.
(Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania chagasi) ( = Leishmania (Leishmania)
infantum) apresenta seqliéncias suficientemente distintas para ser utilizado na diferenciacdo
destas espécies. Segundo VOLPINI (2004), a digestdo com a endonuclease Haelll (Haemophilus
aegyptius) possibilita a distincdo das trés espécies. Para a identificacdo das espécies de
Leishmania nas amostras de cdes “PCR positivos” para o género Leishmania foi utilizada a
enzima Haelll , que digere L. (L). amazonensis em um fragmento de 116 pb; L. (V.) braziliensis
em dois fragmentos, de 80 e 40 pb; L. (L.) chagasi em fragmentos de 120, 80, 60 e 40 pb. A
técnica foi realizada conforme descrito por Andrade et al. (2006) com modificagdes. Uma mistura

prévia contendo 2U (0,2ul) da enzima de restrigdo Haelll (Invitrogen™), 2,0ul do tampao da
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enzima 10X (Invitrogen™), 7,8ul de agua ultra-pura (GibcoTM) posteriormente adicionada de
15pul de produto amplificado, homogeneizada e incubada a 37°C, por 4 horas, em banho-maria.

4.8.4 - Visualizacéo dos resultados

Os produtos amplificados resultantes da PCR-IRBP e PCR kKDNA foram visualizados
através de eletroforese em gel de agarose com concentragdo de 1,5% e submetido a corrente de
60V e 110V (Fonte BioRad), antes e apOs separacdo das bandas, respectivamente, imerso em
tampdo TBE 1X (Tris-base a 89mM pH 8,0; acido boérico a 89mM e EDTA a 2mM). Foram
aplicados no gel 25 pl do produto amplificado misturados a 5 pl de tampéo de corrida (azul de
bromofenol). O marcador de peso molecular utilizado foi 0 @X 174 (InvitrogenTM) que, apds
digerido pela enzima Haelll, apresentou 11 fragmentos variando de 72 a 1357 pb.

A visualizacdo das bandas da digestdo, fornecidas pela PCR- RFLP, foi realizada pela
eletroforese em gel de agarose 4%. Foram aplicados no gel 25ul do produto amplificado digerido
pela enzima, misturados a 5 pl de tampdo de corrida (azul de bromofenol). O marcador de peso
molecular utilizado foi o 25 pb (InvitrogenTM) que gera 19 bandas de 25 a 450 pb, mais uma
banda de 500 pb.

4.9 - Processamento e andlise de dados

Os dados foram digitados e analisados no programa SPSS verséao 22.0.

A prevaléncia de LV foi calculada a partir da razdo entre o nimero de cées soropositivos
e a populacdo canina analisada.

O desempenho das técnicas sorologicas foi avaliado através do calculo da sensibilidade,
especificidade e a acurécia, considerando como “padrdo ouro” o diagndstico molecular pelo
PCR-kDNA. O teste pareado de McNemar foi utilizado para avaliar a presenca de diferencga
significativa entre as proporcdes de resultados positivos obtidos pelos diferentes métodos

diagnosticos, assumindo como significativo p<0,05.
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O teste de Pearson foi utilizado para determinar diferenca significativa entre as
proporcdes de resultados positivos para o PCR-kDNA nos diferentes perfis soroldgicos,
assumindo como significativo p<0,05.

O georreferenciamento dos domicilios foi realizado a partir de coordenadas geodésicas
capturadas a partir do GPS marca Garmim modelo Etrex 10, utilizando a proje¢do Universal
Transverse Mercator categoria SAD69, Zona 23. Mapas tematicos foram confeccionados no

programa Map Info para descrever a distribuicdo dos domicilios com cées infectados.
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5. RESULTADOS

Todos os caes (n=950) encontrados em 17 aldeias, pertencentes a TIX, passaram por
avaliacdo do diagnostico sorolégico e molecular para determinagdo de prevaléncia e distribuicdo
especial de LV. Adicionalmente, a metodologia molecular possibilitou a identificacdo da espécie
de Leishmania envolvida na infeccdo do cdo. Os dados também permitiram a comparacdo da
eficiéncia de diagndstico, validade e reprodutibilidade dos métodos empregados.

Amostras de SDPF foram coletadas de 950 cées, em sua maioria machos (74,9%) e todos
de raca ndo definida.

A soroprevaléncia da LV na TIX para o teste do ELISA e de RIFI foi de 33,4%
(n=371/950) e 15,4% (n=69/447), respectivamente, enquanto a soroprevaléncia combinada
(positividade em ELISA e RIFI) foi de 4,3% (n= 42/950). Segundo o diagndstico molecular, a
prevaléncia foi de 14,80% (n=140/948 (Figura 3).

50,00% B n=371/950 En=69/447 W n=42/447 En=140/948
33,40%

[}

e}

54

g

E 15,40% 14,80%
3

a

l 4,30%
0,00% =
ELISA RIFI ELISA e IFI PCR-kDNA
Teste diaanésticos

Figura 3 — Grafico da prevaléncia de LVC na Terra Indigena Xakriaba, Minas Gerais, Brasil, no
ano de 2011, por diferentes técnicas de diagnostico. ELISA (Teste imunoenzimatico), RIFI
(Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta), PCR-kDNA (Reacio em Cadeia da Polimerase - Acido

desoxirribonucléico do cinetoplasto).
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De 140 cdes positivos pelo diagnostico molecular (PCR-KDNA), 62 (44,3%) amostras
puderam ser identificadas quanto a espécie envolvida na infec¢do. Destas, em sua totalidade, a

Unica espeécie presente foi L. infantum (Figuras 4 e 5).

PCR- IRBP PCR-KDNA
| |

PM CP A CN CP A CN PM

120PD ey

Figura 4: Gel representativo dos fragmentos de 120 pb dos produtos amplicicados do gene
constitutivo da B globina do cdo (PCR-IRBP) e do kDNA de Leishmania (PCR-kDNA)
representados na eletroforese em gel de agarose 1,5% para validacdo do precesso de extragdo do
DNA e para identificacdo do DNA do parasito, respectivamente. Pb (pares de base) PM (peso

molecular), A (amostra dos cées do estudo, NC (controle negativo).

PM Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A1l A12 A13 Lla Lch Lb CN

120pb

Figura 5: Gel representativo dos fragmentos dos fragmentos gerados pelo PCR-RFLP em gel de
agarose 4,0%, tendo como objetivo a caracterizacdo das espécies de Leishmania . Pb (pares de
base) PM (peso molecular), Al a A13 (amostras dos cédes do estudo), La (L. amazonensis), Lch

(L. infantum), Lb (L. brasiliensis), NC (controle negativo).
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A tabela 1 demonstra o percentual de positividade para o diagnéstico molecular (PCR-
KDNA), das amostras de SDPF (n=948), em relacdo aos subgrupos soroldgicos: ELISA+/RIFI+,
ELISA+/RIFI-, indeterminado em ELISA/RIFI+, indeterminado em ELISA/RIFI-, ELISA-. Os
grupos soroldgicos ndo identificados para eutanasia ELISA-, ELISA ZC / RIFI -, ELISA + / RIFI
— apresentaram positividade pelo diagnéstico molecular (PCR-kDNA) de 8,9%, 15,0% e 17,7%,
respectivamente. Por outro lado, os grupos indicados para eutandsia ELISA + / RIFI + e ELISA
ZC | RIFI + apresentaram presenca do DNA do parasita em 57,1% e 36,6%, respectivamente
(Tabela 1).

Tabela 1 - Percentual de positividade do diagndstico molecular (PCR-kDNA), das amostras de
SDPF, em relacdo aos subgrupos soroldgicos que determinou ou ndo a eutanasia dos caes,

segundo PVC-LV, na Terra Indigena Xakriaba, no ano de 2011.

PCR-kDNA
Teste Soroldgico Negativo Positivo Total de Amostras
ELISA - 458 (91,1%) 45 (8,9%) 503
ELISA ZC / RIFI - 85 (85,0%) 15 (15,0%) 100
ELISA +/RIFI - 227 (82,3%) 49 (17,7%) 276
ELISA ZC/RIFI + 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28
ELISA +/RIFI + 26 (63,4%) 15 (36,6%) 41
TOTAL 808 (85,2%) 140 (14,8%) 948

Nota: ELISA - (Teste imunoenzimatico negativo) ELISA + (Teste imunoenzimatico positivo), ELISA ZC (Teste
imunoenzimatico indeterminado), RIFI - (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta negativa), RIFI + (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta positiva), PCR-KDNA (Reagio em Cadeia da Polimerase - Acido desoxirribonucléico
do cinetoplasto). P< 0,0001

O indice de desempenho dos testes soroldgicos foi avaliado a partir de comparagdes com
o0 diagndstico molecular (padréo ouro). Tal analise buscou avaliar a reprodutibilidade e validade
do diagndstico sorologico, considerando as seguintes analises: kappa, sensibilidade,
especificidade, verdadeiro positivo (VP), falso negativo (FN), valor preditivo positivo (VPP) e

valor preditivo negativo (VPN) (Tabela 2).
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A técnica do ELISA realizada nas amostras de SDPF demonstrou que 64 amostras eram
verdadeiros positivos, 76 amostras falsos negativos, 555 amostras eram verdadeiros negativos e
que 253 amostras eram falsos positivos, de acordo com o padrdo ouro (PCR-kDNA). A
sensibilidade da mesma técnica 45,7 %, a especificidade foi de 68,7 %, o VPP foi de 20,0 % e o
VPN de 88,0 %. Ao analisar a técnica de RIFI nas amostras de SDPF, foi observado que 31
amostras eram verdadeiros positivos, 64 amostras falsos negativos, 38 amostra falso positivas e
312 amostras verdadeiro negativas. A sensibilidade da técnica foi 32,0 %, especificidade de
89,0%, o VPP e 0 VPN foram 44,9 % e 82,97 %, respectivamente (Tabela 2). A técnica de RIFI
obteve o melhor resultado, tendo menor nimero de amostras verdadeiro positivo e falso negativo.
A concordancia da técnica do ELISA foi de 9,5% e do RIFI foi de 24,2%.

Tabela 2: Anélises do desempenho dos métodos sorolégicos em comparacdo ao método
molecular (PCR-KDNA), em amostras SDPF de cées da Terra Indigena Xakriab4, Brasil, 2011.

Método VP FN FP VN S E VPP VPN p* kappa
Sorolégico (%) (%) (%) (%) (%)
ELISA 64 76 253 555 45,7 68,7 20,0 88,0 <0,0001 9,5
RIFI 31 64 38 312 32,0 89,0 449 82,9 0,013 24,2

Nota: (IC) VP = Verdadeiro Positivo, FN = Falso Negativo, FP = Falso Positivo, VP = Verdadeiro Positivo, VN =
Verdadeiro Negativo, S = Sensibilidade, E = Especificidade, VPP = Valor Preditivo Positivo, VPN = Valor Preditivo

Negativo * Valor p do Qui-quadrado de McNemar

A tabela 3 demonstra o percentual de positividade para o diagnostico molecular (PCR-
KDNA), das amostras de SDPF (n=948), em relagdo aos grupos soroldgicos indicativos para
eutanasia. De acordo com o PVC-LV (BRASIL, 2006), os grupos soroldgicos ELISA-,
ELISA ZC / RIFI -, ELISA + / RIFI — ndo sdo indicados para a realizacdo de eutanésia.
Entretanto, nesses grupos, a metodologia molecular identificou 12,4% de positividade dos caes.
Nos grupos sorolégicos indicados para eutanasia (ELISA + / RIFI + e ELISA ZC / RIFI +), foi

observado presenca de DNA do parasita em 44,9% das amostras (Tabela 3).
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Tabela 3 - Percentual de positividade do diagnostico molecular (PCR-kDNA), das amostras de
SDPF, em relacdo aos grupos soroldgicos que determinou ou ndo a eutanasia dos cdes, segundo
MVC-LV, na TIX, no ano de 2011.

Resultado Sorologico PCR-kDNA Total de

Negativo Positivo Amostras
ELISA +/RIFI + e ELISA ZC / RIFI + 38 (55,1%) 31 (44,9%) 69
ELISA-, ELISA ZC / RIFI -, ELISA +/ RIFI 770 (87,6%) 109 (12,4%) 879

Nota: ELISA - (Teste imunoenzimatico negativo) ELISA + (Teste imunoenzimético positivo), ELISA ZC (Teste
imunoenzimatico indeterminado), RIFI - (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta negativa), RIFI + (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta positiva), PCR-KDNA (Reagdo em Cadeia da Polimerase - Acido desoxirribonucléico
do cinetoplasto). p < 0,0001

Do universo de 950 cdes analisados, 42 (4,3%) apresentaram soropositividade na
combinacdo de ELISA e RIFI e foram eutanasiados, conforme estabelecido pelo PVC-LV.
Dentre esses animais, 24 (n=24/42) foram selecionados aleatoriamente para a necropsia. A
sintomatologia clinica caracteristica de LVC foi observada em 95,2% (n=20/24) dos cées
necropsiados. Os sintomas mais comumente encontrados foram: esplenomegalia (80,9%),
onicogrifose (80,9%), linfoadenopatia (76,2%) e emagrecimento (19,0%). Os resultados do
diagndstico molecular (PCR-KDNA) realizado para todos os tecidos coletados estdo apresentados
na Tabela 3. A presenca do DNA do parasita pelo diagnéstico molecular (PCR-kDNA), foi
observada na totalidade das 24 amostras de cada tecido (linfonodo mesentérico, borda distal da
orelha, medula e bago), com excecdo da pele que apresentou 91,7% de positividade. Para as
amostras de SDPF desses mesmos animais (n=24), foi observada menor positividade sendo
positiva em apenas 62,5% das amostras pelo diagnostico molecular (PCR-kDNA) (Tabela 3). No
teste parasitolégico de imprinting de tecidos, realizado nas amostras dos cdes necropsiados

(n=24), ndo foram observadas forma amastigota.
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Adicionalmente, foi realizado teste imunocromatografico DPP em aliquotas de sangue
venoso (n=21) e a cultura de medula dos mesmos cées necropsiados (n=24), apresentando 42,8%
e 50% de positividade, respectivamente (dados ndo mostrados). Na mielocultura, as formas
promastigotas foram identificadas como L. infantum.

A anélise molecular, a partir da PCRk-DNA, foi realizada em todos os tecidos dos cées
necrospsiados. O percentual de positividade segue descrito na tabela 4, tanto para os tecidos

quanto para as amostras de sangue dessecadas em papel de filtro desses mesmos animais.

Tabela 4: Diagnostico molecular realizado em amostras dos cdes necropsiados, na Terra
Indigena Xakriaba, no ano de 2011.

Diagnostico Molecular - PCR kDNA

Tecidos avaliados Positivo Negativo Total de Amostras
Baco 24 (100%) 0 24
Linfonodo mesentérico 24 (100%) 0 24
Medula déssea 23 (100%) 0 23
Pele (borda distal da orelha) 22 (91,7%) 2 (9,3%) 24
SDPF 15 (62,5%) 9 (37,5%) 24

Nota: PCR-KDNA (Reac&o em Cadeia da Polimerase - Acido desoxirribonucléico do cinetoplasto)

O diagnostico molecular apresentou grande positividade (100%) na avaliacdo dos tecidos
dos cées necropsiados, com excec¢do da borda distal da orelha (91,7%). No entanto, na avaliacédo
das amostras de SDPF desses mesmos cdes a técnica apresentou uma proporcdo de positividade
bem menor (62,5%).

A partir dos dados de prevaléncia, foram construidos gréficos da distribuigdo espacial de
LVC nos trés pélos base de salde da TIX, analisados utilizando o diagndstico soroldgico ELISA

anti-LVVC e molecular pelo PCR-kDNA, respectivamente (figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Mapa tematico da distribuicdo da soropositividade canina pelo diagndstico soroldgico

ELISA, por polo base de salde, na Terra Indigena Xakriaba,, Minas Gerais, Brasil, 2011.
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Figura 7 — Mapa tematico da distribuicdo da positividade canina pelo diagnéstico molecular

PCR-KDNA, por polo base de saude, na Terra Indigena Xakriaba, Minas Gerais, Brasil, 2011.

Como observado no mapa da distribuicdo de LVC, pelo método soroldgico (Figura 5) e
pelo método molecular (PCRk-DNA) (FIGURA 6) a maioria dos cdes positivos concentraram-se
na regido norte da T1X, correspondendo as areas dos pdlos base Itapicuru e Brejo Mata Fome. O
polo base Sumaré apresentou uma pequena localidade de cées infectados. Foi observada
diferencas na distribuicdo dos cées infectados de acordo com o método diagnostico utilizado.
Areas do polo base Sumaré, modificaram o seu perfil de positividade conforme o método
diagndstico empregado. Além disso, a distribuicdo dos cdes com sorologia positiva foi mais
dispersa se comparada aos cdes diagnosticados infectados pelo método molecular (PCR-kDNA).

A taxa de positividade canina distribuiu-se heterogeneamente entre as aldeias avaliadas,

tanto para o teste sorolégico ELISA como também para teste soroldgico RIFI (Tabela 5). Essa
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variacao foi de 60,0% a 12,1% para o teste do ELISA e de 84,0% a 0,0% para o teste do RIFI. A
aldeia Custodio foi a que apresentou a maior taxa de prevaléncia no teste ELISA (60%) e a aldeia
Riacho do Brejo foi a que apresentou a maior taxa considerando o teste RIFI (84,0%). Com a
combinacdo dos testes ELISA e RIFI a aldeia Riacho do Brejo foi a que apresentou a maior

prevaléncia da LVC (12,4%) e seis ndo possuiram cdes infectados (Tabela 6).

Tabela 5 — Distribuicdo da soropositividade canina por aldeia, por técnica soroldgica, na Terra

Indigena Xakriaba no ano de 2011.

SOROPOSITIVIDADE

ALDEIA - Teste ELISA - - Teste RIFI -
Caes positivos/Cées avaliados Cées positivos/Cées avaliados
Brejo Mata Fome 47194 (50,0%) 9/61 (14,75%)
Catinguinha 28/59 (47,5%) 5/35 (14,28%)
Custodio 3/5 (60,0%) 0/5 (0%)
Imbauba 31/64 (48,4%) 2142 (4,76%)
Itapicuru 29/88 (32,9%) 0/37(0%)
Morro Falhado 23/41 (56,0%) 1/32 (3,12%)
Pedra Redonda 2/13 (15,4%) 1/4 (25,0%)
Prata 18/88 (20,45%) 8/22 (36,30%)
Riachdo 10/24 (41,7%) 2/12 (16,66%)
Riachinho 13/49 (26,5%) 0/26 (0%)
Riacho Comprido 4/33 (12,1%) 1/11 (9,09%)
Riacho do Brejo 18/121 (14,90%) 37/44 (84,00%)
Santa Cruz 30/76 (39,5%) 1/41 (2,44%)
Sdo Domingos 14/34 (41,2%) 0/20 (0%)
Sapé 16/45 (35,6%) 0/20 (0%)
Sumaré 11l 13/83 (15,7%) 2/13 (15,38%)
Terra Preta 18/33 (54,5%) 0/22 (0%)
Total 317/950 (33,4%) 69/497 (15,43%)
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Tabela 6 — Percentual de positividade canina, em ambos os testes (ELISA e RIFI), por aldeia, na
Terra Indigena Xakriaba, no ano de 2011.

SOROPOSITIVIDADE

ALDEIA Caes positivos / Total de cdes avaliados (%)

Brejo Mata Fome 7/94 (6,0)
Catinguinha 5/59 (8,0)
Custddio 0/5 (0,0)
Imbauba 2/64 (3,0)
Itapicuru 0/88 (0,0)
Morro Falhado 1/41 (2,0)
Pedra Redonda 0/13 (0,0)
Prata 8/88 (9,1)
Riaché&o 2/24 (8,0)
Riachinho 0/49 (0,0)
Riacho Comprido 0/33 (0,0)

Riacho do Brejo 15/121 (12,4)
Santa Cruz 0/76 (0,0)
Sdo Domingos 0/34 (0,0)
Sapé 0/45 (0,0)
Sumaré |11 2/83 (2,0)
Terra Preta 0/33 (0,0)

Total 42/950 (4,3)
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6. DISCUSSAO

A prevaléncia de cées infectados na T1X foi de 4,3%, segundo o critério de positividade
combinado adotado pelo MS até 2011 (BRASIL, 2006), que era ELISA e RIFI. Utilizando um
unico critério — o ELISA, essa positividade foi maior, e igual a 33,4% dos cdes. Assumindo
apenas o resultado da RIFI, utilizada como método confirmatdrio, a soropositividade foi bem
menor (15,3%). O diagnostico molecular (PCR-kDNA) identificou DNA do parasito em 14,8%
de cées infectados. A sensibilidade e especificidade e acurécia do eluato em relacdo ao método
molecular para o0 método do ELISA foi igual a 45,7% e 68,7% e para o RIFI foi igual a 32,0% e
89,0%, respectivamente. A discordancia entre os métodos sorolégicos em relacdo ao molecular
apontam as limitaces do uso do eluato de sangue em papel filtro como amostra para as reagdes
sorologicas. A especie prevalente na TIX foi a L. infantum. A prevaléncia da LVC variou
significativamente entre as aldeias e pélos-base de salde.

Estudos transversais para determinar a prevaléncia da LVC sdo importantes para o
monitoramento da doenca em areas endémicas. Com a recente expansdo da LV para as areas
urbanas, as comunidades rurais tém sido frequentemente negligenciadas pelos 6rgdos de saude
publica. Apesar da descentralizacdo das acdes de saude, que ocorreu também nas comunidades
indigenas, com a criagdo dos Distritos Sanitarios Especiais Indigenas, estas continuam
submetidas a precarias condicGes de vida e de salde; carecendo de saneamento basico adequado,
a nutricdo € inadequada e as altas taxas de infec¢des parasitarias, além de outras doencas (PENA,
2004; COIMBRA Jr., 2014).

A realizacdo de inquéritos caninos nas terras indigenas é de fundamental importancia,
pois essas comunidades, além de serem negligenciadas, apresentam um grande contingente de
criancas vulneraveis a infeccéo pela LV. Um fator que contribui para o maior risco de infeccéo
por LV é a ocorréncia de magreza entre as crian¢as indigenas (SOUZA, 2014). Esta contribui
para baixa resisténcia imunoldgica, com um possivel aumento no risco para doencas infecciosas.
Segundo CERF et al. (1987) a desnutrigéo constitui-se em forte fator de risco para LV, agravando
0 quadro clinico, e aumentando as chances de morte em criangas. De acordo com informacdes do
I Inquérito Nacional de Saude e Nutricdo Indigena, as criangcas sdo as que apresentam maior
prevaléncia de desnutri¢do crénica (COIMBRA Jr., 2014). Portanto, como a vulnerabilidade para

0 mau estado nutricional é maior nas criangas indigenas com menor idade, principalmente em
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relagdo ao déficit de estatura, indicativo de déficit nutricional crénico, sdo estas as mais
susceptiveis de contrair a infeccdo (PEDRAZA et al., 2014).

A soroprevaléncia de LVC encontrada na TIX foi semelhante a encontrada em outros
estudos realizados na regido norte do estado de Minas Gerais, onde essa terra indigena esta
inserida. Segundo PRADO et al. (2011), o municipio de Montes Claros, no periodo de 2007 a
2009, registrou prevaléncia canina de 6,3%, assumindo como sororeagententes aqueles que
apresentavam positividade concomitante para os testes do ELISA e do RIFI. MONTEIRO et al
(2005), avaliando amostras de SDPF procedentes de cdes do municipio de Januaria, determinou
uma soroprevaléncia em torno de 5% a partir do teste soroldgico RIFI.

Na TIX, como era de esperar, a prevaléncia soroldgica variou segundo o teste diagnostico
utilizado, como observado também por QUARESMA et al. (2011) nessa mesma terra indigena.
Esses autores utilizaram as mesmas técnicas sorologias que empregamos neste trabalho. Ao
utilizarmos uma reacdo mais sensivel — o ELISA, geralmente utilizada como triagem, a
prevaléncia foi maior (33,4%), como esperado. Com o uso isolado do teste confirmatério — a
RIFI, a prevaléncia foi menor e igual a 15,3%. Quando assumimos o resultado combinado e em
série destas duas reacOes a prevaléncia foi significativamente menor (4,3%).

Os resultados obtidos na comparacdo dos métodos sorolégicos em relagdo ao método
molecular demonstraram o baixo desempenho da sorologia, identificando baixos indices de
sensibilidade do teste ELISA (45,7%) e do RIFI (32,0%). A especificidade foi menor para o teste
do ELISA (68,7%) do que o RIFI (89%), fato esse que gerou um alto nimero de cdes falsos
positivos (n=253).

A acurécia dos testes soroldgicos em relagdo ao diagndstico molecular foi fraca. Mesmo
com a melhora de especificidade, os dados apresentados revelam um alto nimero de cées
positivos que ndo foram identificados pelos métodos soroldgicos. O numero de FN para a técnica
do ELISA foi de 76 cées (8,0%) e para a técnica da RIFI foi de 64 cées (14,3%). Os animais
positivos ndo detectados pelos métodos soroldgicos, na medida em que ndo foram retirados na
época adequada, continuaram provavelmente a manter o ciclo da LV na érea. Portanto, as a¢fes
de controle envolvendo o reservatorio canino, implementadas pelo DSEI, provavelmente nédo
foram totalmente efetivas. Essa avaliacdo vem ao encontro do que foi observado por ROSARIO et
al. (2005) e GRIMALDI et al. (2012) quando afirmam que as falhas no PVC-LV estdo na acuracia

dos métodos de diagndsticos adotados para a identificacdo dos cdes positivos. Alem disso, esses
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dados demonstram que o0s testes soroldgicos subestimam as taxas de infeccdo quando comparadas as
taxas detectadas pelos métodos moleculares (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; COURA-VITAL et
al., 2011).

O meétodo de coleta da amostra de SDPF € muito apropriado para a dindmica dos
trabalhos de campo e inquéritos soroldgicos. No entanto, esse tipo de amostra apresenta
limitacBes. A baixa acuracia obtida nos testes sorologicos provavelmente tem como uma das
justificativas, o uso do eluato de SDPF. A conservagdo desse tipo de amostra pode vir a nao
preservar as imunoglobulinas, permitindo a queda significativa dos titulos de anticorpos, por
interferéncia das condic¢des de temperatura e umidade. O estudo de SILVA (2005) aponta para
existéncia de limitagdes e cuidados a serem tomados no armazenamento das amostras de SDPF,
mas defendem que essa condi¢do nao justifica a abolicdo deste método de coleta.

Na infecc¢do do céo por L. infantum, existe variagdo na duragdo, constancia e intensidade
da parasitemia. Além disso, a carga parasitaria em cada tecido varia sendo influenciada pelo
tropismo do parasita e a resposta imune local (Maia e Campino, 2008). Sabe-se que a
sensibilidade da PCR é maior em amostras de DNA extraidas de tecidos (baco, linfonodos e
medula 6ssea) em relacdo ao sangue total, mas a coleta dessas amostras in vivo € muito invasiva
e, praticamente impossivel, para a realizacdo de inquéritos caninos. Segundo GOMES et al.
(2007) e MAIA et al. (2009), para estudos epidemiolégicos a campo, a PCR a partir do DNA de
sangue total de cdes € apropriada para a confirmacdo dos exames sorologicos, situacdo essa que
foi observada no presente estudo.

A maioria dos cdes necropsiados apresentou sintomatologia clinica caracteristica de LVC,
sendo a maioria de oligossintomaticos (54,5%), assintomaticos (27,3%) e sintomaticos (18,2%).
ANTONIO et al. (2011), avaliando a prevaléncia de LVC na terra indigena Krenak, também
observou que as maiorias dos cées soropositivos eram sintomaticas. Ao contrario do observado
nessas terras indigenas, a presenca de sinais clinicos ndo é frequente em cées soropositivos.
MICHALSKY et al. (2007) observaram que 0s cédes sintomaticos apresentaram-se quatro vezes
mais infectantes para L. longipalpis que os assintoméaticos ou oligossintomaticos. Portanto, a
auséncia de sinais ndo isenta o cdo da possibilidade de transmissdo e, quando ndo removidos,
podem ser responsaveis pela manutencao do ciclo de ser transmissao do parasito. Esse fen6meno

é um dos aspectos mais controversos do controle da leishmaniose visceral.
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A maioria dos autores se posicionam pela necessidade da retirada dos cées infectados
(FRANCA-SILVA el al., 2003; MAIA et al. 2008), mas outros autores (CERBINO et al., 2009;
COSTA, 2011) tem questionado essa acdo de saude publica, por ndo observarem de forma
sistematica uma estreita relacdo entre a presenca de infeccdo canina e casos humanos. Apesar das
discordancias entre os autores, os resultados de mielocultura e do diagnéstico molecular dos
tecidos obtidos dos animais necropsiados na TIX corroboraram os resultados soroldgicos
combinados obtidos. Entretanto, ao contrario do esperado, observamos uma baixa concordancia
do diagnostico molecular com os resultados do DPP. Qutros autores, também tem observado
discordancia entre os resultados moleculares e soroldgicos com esse teste rapido.

Independente do critério de diagnostico utilizado, a distribuicdo dos caes infectados pela
LV foi heterogenia entre as aldeias e obteve uma representacdo distinta para cada método
diagnostico realizado. O diagnostico molecular das amostras de SDPF e dos tecidos avaliados
apresentou alta positividade e baixa concordancia com os resultados obtidos pelos testes
sorologicos. Tal resultado corrobora com outros estudos de prevaléncia realizados em areas
endémicas para LV, apontando que os testes soroldgicos subestimam a taxa de infeccdo canina
guando comparados com o diagnéstico molecular, o que dificulta as acdes de controle da doenca
(SOLANO-GALLEGO etal., 2001; COURA-VITAL et al., 2011).

Assumindo os cées soropositivos como infectados, a heterogeneidade na distribuicdo da
infeccdo canina indica que essas areas, provavelmente, apresentam uma variabilidade quanto aos
fatores ambientais associados a infec¢do canina.

A densidade vetorial € um dos principais fatores associados a infec¢do canina
(MICHALSKI et al., 2005; OLIVA el al., 2006). Segundo REGO et al. (2014) a principal espécie
de flebotomineo endémica, nessa terra indigena, € a Lutzomya longipalpis, vetor comprovado da
L. infantum, no continente Americano. A densidade vetorial é influenciada por condi¢des
ambientais e climéaticas favoraveis, tais como temperatura, pluviosidade, umidade do ar
(XIMENES et al., 2006; BARATA et al., 2004), balanco hidrico do solo e disponibilidade de
matéria organica (JERALDO et al., 2012). As condi¢es ambientais dessa TI, caracterizada por
matas densas proximas as fontes de dgua e a presenca de rochas calcérias propiciam uma
presenca vetorial no entorno dos domicilios. Nessa terra indigena, localizada na regido do

poligono da seca, os domicilios geralmente estdo localizados nos ambientes mais Umidos,
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proximos aos rochedos, locais geralmente com alta densidade vetorial (DIAS et al., 2007;
ALMEIDA et al., 2014).

A presenca de reservatorios silvestres nas areas endémicas € o outro fator da cadeia
epidemioldgica que pode interferir na variabilidade da prevaléncia da LVC. QUARESMA et al.
(2011) observou nesta TI roedores (Thrichomys apereoides, Rhipidomys mastacalis e Rattus
rattus) infectados por L. infantum. Esses dois fatores da cadeia epidemioldgica sdo muito
influenciados pelas variacdes sazonais observadas no clima e degradacdo ambiental. O habito dos
indigenas em destruirem o meio ambiente através das “coivaras” para o preparo da terra para o
plantio, pode estar favorecendo a aproximacdo da fauna silvestre para o ambiente peri e intra
domiciliar. Essa mudanca no padréo epidemioldgico da leishmaniose coloca em risco populactes
humanas susceptiveis a infec¢do, principalmente nas areas com alta prevaléncia de déficits
nutricionais.

Apesar da auséncia de registro de LV em humanos até o ano de 2011, a presenca de cédes
infectados € um alerta para o risco de uma possivel ocorréncia de casos humanos. Tem-se
observado uma correlacdo positiva entre a infeccdo humana e a canina (Grimaldi et al, 2012). No
Brasil, conhecer a distribuicdo geografica da infeccdo é um método adotado pela vigilancia
epidemioldgica da LV, permitindo a identificacdo de &reas silenciosas em que ndo existe a
notificacdo de casos e, consequentemente, medidas de controle ndo séo adotadas (PALATNIK-
DESOUSA & DAY, 2011).

Nessa TI, a espécie responsavel pela infeccao dos caes, identificada cada pela PCR RFLP,
nas amostras de SDPF, e no material extraido da cultura da medula 6ssea e nos tecidos (linfonodo
mesentérico, baco, borda distal da orelha, medula éssea), foi a L. infantum, assim como
observado por QUARESMA et al. (2011).

Esses achados demonstram que a TIX é receptiva para a LV humana, com a necessidade
urgente de implementar a¢des de controle.

Para o melhor conhecimento e mapeamento das areas de risco para LV faz-se necessario a
realizacdo do inquérito canino em todas as aldeias presentes na TIX. A extensao territorial dessa
TI, dificuldade de acesso em determinadas localidades e o nimero reduzido dos agentes de
zoonose foram limitacdes que fizeram com que a avaliagéo da LVVC fosse realizada em apenas 17

aldeias das 32 existentes.

43



ROCHA, A.M.S. Discussdo

A técnica sorologia de IFI ndo foi realizada em todas as amostras dos cdes da TIX
(n=950). Os testes soroldgicos foram executados conforme a recomendacdo do MS, em que o
teste de ELISA era utilizado para triagem e o teste de RIFI era o método diagndstico
confirmatorio. Assim, a RIFI sO foi realizada em amostras indeterminadas ou positivas delo
ELISA.

A caracterizacdo da espécie envolvida na infecgdo dos cées sé foi possivel de ser realizada
em 62 amostras (44,3%) ficando pendente essa avaliacdo em outros 72 cédes positivos para o
diagnostico molecular. A utilizacdo de amostras de SDPF pode justificar essa dificuldade de
identificacdo, pois o volume de DNA do parasito no sangue do animal gerou pouco produto

amplificado para atuagéo da enzima de restrig¢éo.
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7. CONCLUSOES

As informagdes obtidas nesse estudo que avaliou a prevaléncia da LVC na TIX,

empregando diferentes métodos diagnosticos, permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

e A TIX apresenta uma alta freqiéncia de infeccdo canina para LV, sendo estes
importantes reservatorios para manutencdo do clico da doenca;

e O método molecular permitiu identificar falhas nos métodos soroldgicos empregados
pelo MS para o diagndstico da LVC;

e O grande numero de cées falsos negativos mantidos na TIX, por ndo atenderem aos
critérios de eutanasia preconizados pelo MS, provavelmente garantiram o ndo sucesso das
acOes de controle adotadas pelo DSEI;

e Sugere a necessidade de mudanca do algoritmo para a¢fes que envolvam o diagndstico

soroldgico da infeccdo do reservatdrio canino.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos pelo inquérito canino do presente estudo trouxeram informacoes
que nortearam as primeiras acOes em saude relacionadas a LV na TIX. Além disso, ja estd em
andamento a quantificacdo da carga parasitarias desses cdes com o objetivo de avaliar o papel do
mesmo no processo de transmissdo da LV nessa area.

Atualmente, no laboratério de epidemiologia das doencas parasitarias da UFOP, vem
sendo realizado uma nova avaliacdo da LVC na TIX, tendo como prioridade as aldeias que néo
participaram do inquérito apresentado. Existe também, um projeto de mestrado, em andamento,
que tem como objetivo realizar conhecimento da fauna de flebotomineos existentes nas aldeias,

que apresentaram maior prevaléncia da LVC.
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10. ANEXOS

Anexo |

MINISTERIO DA EDUCAGADO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO G
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS o

Campus Universitario - Morro do Cruzeiro — ICEB-II, Sala 29

35400-000 - Ouro Preto - MG - Brasil
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Email: ceua@propp.ufop.br - e i
CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n°. 2010/39, relativo ao uso de animais, do projeto intitulado
“Prevaléncia da Leishmaniose visceral canina (LVC) na terra indigena Xakriaba,
localizada em Minas Gerais, Brasil, em 2010” e que tem como responsavel o Prof. Dr.
George Luiz Lins Machado Coelho foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de
Animais da UFOP (CEUA-UFOP).

Este certificado expira em 12/12/2013.

Ouro Preto, 13 de dezembro de 2010.

E\g—k\ AoSce

Profa. Dra. Maria Lucia Pedrosa
Coordenadora da CEUA-UFOP
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Anexo 11

Roteiro para necropsia de caes com leishmaniose visceral

Numero do animal:
Endereco:

1)Dados do animal

Raga:
Sexo:
Idade:
Cor:

Castrado?:

2)Sintomatologia clinica

Ceratoconjuntivite ()

Opacificagado de cornea ()
Hiperqueratinizag¢@o do focinho ( )
Hiperqueratinizagdo de coxins ( )
Dermatite de ponta de orelha ( )

Dermatite ( )localizada ( )generalizada
Alopecia  ( )localizada ( )generalizada
Mucosas hipocoradas ()

Emagrecimento ( )leve ( )moderado ( )acentuado
Ulceras de decubito ( )

Ascite ()

Paresia de membros posteriores ()
Onicogrifose ()

Emaciagao ( )

Infecgdes secundarias ()
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e Linfadenopatia ( )

Ectoparasitos  ( )pulgas ( )carrapatos

Classificagdo geral

Assintomatico( ) Sintomatico( )

Achados de necropsia

Figado: normal( ) alterado( )

Bago: normal( ) alterado( )

Linfonodo mesentérico: normal( )  alterado( )
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