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RESUMO

As leishmanioses sédo consideradas doencgas parasitarias zoondticas e cosmopolitas, em
processo de expansao em diversos continentes. A alta adaptabilidade do agente
etiologico a um amplo espectro de hospedeiros mamiferos € observada na forma mais
agressiva da doenca, a leishmaniose visceral (LV) ou Calazar, causada pelo protozoario
Leishmania infantum, e transmitida a seus hospedeiros vertebrados pelo flebotomineo
Lutzomia longipalpis. Com caracteristicas ecoepidemiologicas singulares, embora possa
se apresentar insidiosa em parte importante do seu curso natural, a LV é responsavel por
altas taxas de letalidade quando nao tratada. A cidade de Foz do Iguacu, fronteirica com
Ciudad del Este (Paraguai) e Puerto Iguazu (Argentina) apresenta um intenso fluxo de
pessoas e animais, o que pode facilitar a circulacdo de diferentes espécies e cepas de
Leishmania. Nos ultimos anos, a casuistica de LV vem aumentando de forma preocupante
na populagcdo canina da cidade e o primeiro caso humano autéctone foi confirmado no
ano de 2015. Atualmente, o Centro de Controle de Zoonozes (CCZ) e os laboratérios de
referéncia estaduais utilizam testes rapidos e sorologicos de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) para diagnosticar a enfermidade em cdes do municipio e da
regido, procedimento indicado pelo Ministério da Saude. Entretanto, numero importante
de casos, incluindo-se muitos subclinicos, necessita de confirmagdo por técnicas que
apresentem maior sensibilidade e especificidade diagndsticas. Neste estudo foram
averiguados os resultados através da analise de concordancia por meio do Coeficiente de
Cohen Kappa entre o teste rapido com a confirmacéao pelo teste de ELISA em relagcéo ao
teste molecular via PCR (polymerase chain reaction) em tempo real utilizando amostra de
sangue total obtido pela demanda espontédnea do CCZ, realizando-se um levantamento
socioambiental dos tutores dos animais e correlacionando o com a situacéo
epidemiolégica desta enfermidade canina. O estudo também elaborou mapa de
adequabilidade ambiental baseados nas condi¢des climaticas e avaliou potencial area de
ocorréncia da zoonose. Através do modelo estatistico verificou-se que nao houve
concordancia entre o teste molecular com os testes sorolégicos resultando em um valor
k=0,1675. Outro ponto analisado refletiu que a permanéncia do animal em area externa
aumenta o risco em mais de cinco vezes de contrairem a doenca. Em relagdo a
adequabilidade ambiental, concluiu-se que a cidade apresenta um elevado potencial de
ocorréncia da leishmaniose visceral canina. O presente estudo visou contribuir com
analises ecoepidemiologicas da regido e auxiliar no melhor conhecimento sobre as
caracteristicas moleculares do parasita da LV circulante na Triplice Fronteira, buscando
incrementar e validar as opg¢des diagnosticas disponiveis na regiéo.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; diagndstico molecular; ecoepidemiologia.
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ABSTRACT

Leishmaniasis are zoonotic, cosmopolit and parasitic diseases presenting its casuistic
growing in many continents. The high adaptability presented by the etiologic in a wide
number of mammal hosts is verified in the most severe form of manifestation, the visceral
leishmaniasis (VL) or Calazar, inflicted by the protozoan Leishmania infantum and
transmitted by the phlebotomus Lutzomia longipalpis. Presenting singular eco-
epidemiological features, VL is responsible for high percentual of lethality when there is no
the suitable and correct treatment. The region of Foz do Iguagu, on the Brazilian border of
the Triple Frontier — with Ciudad del Este (Paraguai) and Puerto Iguazu (Argentina) —
presents an intense circulation of people and animals, and it may promote the circulation
of different species and strains of Leishmania. In the last years, VL casuistic has
increased and the first autochthonous human case was confirmed in 2015. Nowadays,
Center for Zoonosis Control at Foz do Iguagu and reference laboratories in Parana state
has used rapid tests and ELISA serological tests (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
for diagnosis of this disease in dogs of the region. However, an important number of the
cases, including many of the subclinical casuistic, need confirmation by exams presenting
higher sensibility and specificity. In this study, the results were verified through the
analysis of agreement using the Cohen Kappa coefficient between the rapid test with
confirmation by the ELISA test in relation to the molecular test via PCR (polymerase chain
reaction) in real time using a sample of whole blood obtained spontaneous demand from
the CCZ, carrying out a socio-environmental survey of the animals' guardians and
correlating it with the epidemiological situation of this canine disease. The study also
prepared a map of environmental suitability based on climatic conditions and evaluated
the potential area of occurrence of the zoonosis. Through the statistical model, it was
verified that there was no agreement between the molecular test and the serological tests,
resulting in a value of k=0.1675. Another point analyzed reflected that the permanence of
the animal in an external area increases the risk of contracting the disease by more than
five times. Regarding environmental suitability, it was concluded that the city has a high
potential for the occurrence of canine visceral leishmaniasis. The present study aimed to
contribute with ecoepidemiological analyzes of the region and to help in the better
knowledge about the molecular characteristics of the circulating VL parasite in the Triple
Frontier, seeking to increase and validate the diagnostic options available in the region.

Keywords: visceral leishmaniasis; molecular biology; ecoepidemiologic.
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1. INTRODUGAO
1.1. Referencial tedrico

1.1.1. Epidemiologia

A leishmaniose visceral humana (LVH) é uma doenca endémica em cinco
continentes, com casos humanos relatados em cerca de 54 paises (figura 1) localizados em
regides tropicais e subtropicais (MARCONDES & ROSSI, 2013; OMS, 2016). Esta
parasitose de natureza zoonoética apresenta-se comumente de forma sistémica, crbnica,
grave, que pode acometer pele, mucosas e visceras, dependendo da espécie do parasita e
da resposta imune do hospedeiro (SOUSA et al, 2018). Encontra-se entre as seis endemias
prioritarias no mundo, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sendo
considerada uma doenga negligenciada que, se nao tratada, apresenta alta letalidade em
humanos (COSTA et al, 2018). As leishmanioses fazem parte de um grupo de doengas
produzidas pela invasdo de parasitas do género Leishmania ao sistema fagocitario
mononuclear de hospedeiros mamiferos. Estas doencas sao transmitidas principalmente
pelas atividades hematéfagas de flebotomineos fémeas pertencentes aos géneros
Lutzomyia, no novo mundo, e Phlebotomus, no velho mundo (RIBEIRO et al., 2018).

O vetor apresenta uma alta adaptabilidade a diferentes ambientes e ainda
capacidade de colonizar ambientes urbanos, sendo mais ativo durante as horas
crepusculares (BERROZPE et al., 2017). Existem trés formas clinicas de leishmanioses
difundidas pelo mundo: leishmaniose cutédnea (LC), leishmaniose visceral (LV) e a
leishmaniose mucocutanea (RAMOS et al., 2018), que envolvem diferentes espécies de
parasita e de vetores, sendo por isso também denominadas de complexos. No Brasil, as
formas mais comuns sado a cutanea e visceral (SILVA et al., 2008). Segundo LUCENA &
MEDEIROS (2018), nas Américas, o cdo doméstico é considerado o principal elo
enquanto reservatorio na cadeia biolégica do parasita, fundamental para a manuteng¢ao no
ciclo de transmisséo da leishmaniose visceral em humanos, caes e, eventualmente, em
outros hospedeiros mamiferos. Os canideos de forma geral, sejam eles domésticos ou de
vida silvestre, abrigam o protozoario Leishmania infantum, atuando como hospedeiro
intermediario e provocando uma infecgdo crdonica com um periodo inespecifico de
incubacao (LAMATTINA et al., 2019; LYRA et al., 2015).

A doenga nao é encontrada na Australia, na Antartida ou nas ilhas do Pacifico
(KEVRIC et al., 2015) sendo que na ultima década, a prevaléncia de L. infantum - forma

visceral - aumentou cinco vezes em varias partes do sul da Europa, onde cerca de 2,5
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milhdes de caes estdo infectados com esta forma da parasitose (LE RUTTER et al.,
2018). Assim, as leishmanioses (figura 2) do Velho Mundo existem no Hemisfério Oriental
e sdo endémicas na Asia, Africa e sul da Europa enquanto as leishmanioses do Novo
Mundo s&o endémicas no Hemisfério Ocidental, estendendo-se do centro-sul do Texas a
América Central e do Sul, exceto Chile e Uruguai (OMS, 2012).

De acordo com ALVAR et al. (2012), mais de 90% da LVH global ocorre em seis
paises: india, Bangladesh, Suddo, Sudao do Sul, Brasil e Etiépia. Para a Organizagao
Mundial de Saude (2016), a sua epidemiologia é diversa e complexa, estando presente
principalmente na india subcontinental e com alta endemicidade no Brasil e no leste
africano. Georgia, Espanha, Albania, Italia, Turquia, Tajiquistdo e Azerbaijao sado os
paises mais comumente afetados na regido europeia /asiatica (GRADONI et al., 2017).
Em diversas outras regides da Europa (figura 3), ndo ha casos de LVH adquiridos
localmente, que incluem Andorra, Austria, Bielorrissia, Bélgica, Republica Tcheca,
Dinamarca, Estonia, Finlandia, Alemanha, Hungria, Islandia, Irlanda, Letdnia, Lituania,
Luxemburgo, Holanda, Noruega, Polénia, Republica da Moldavia, Federagdo Russa,
Sérvia, Eslovaquia, Suécia, Suica e Reino Unido (GRADON!I et al., 2017).

A leishmaniose visceral (LV) apresenta a forma clinica mais grave da desta
parasitose, devido as complicagcdes frequentes e ao potencial de evoluir para a morte. Por
ser uma zoonose crénica e, frequentemente, fatal, € considerada um grave problema de
saude publica no mundo, sendo reconhecida como uma das dezessete “Doencas
Tropicais Negligenciadas” (SILVA et al., 2016).

De acordo com PAHO (2017a), os numeros de casos de leishmaniose visceral se
mantiveram estaveis na Regido; no entanto, observa-se uma expansao geografica,
principalmente nos paises da regido do Cone Sul (figura 4), onde em 2015 a LVC se
estabeleceu no Uruguai, na fronteira com Argentina, e em 2016 na fronteira com Brasil.
Considerando-se as Américas, os casos humanos de LV encontram-se registrados em 12
paises; entretanto, 96% dos casos foram reportados no Brasil; regionalmente, esta
enfermidade parasitaria encontra-se categorizada em trés cenarios do ponto de vista
epidemioldgico: paises com transmissdo em expansao (Argentina, Brasil e Paraguai),
paises com transmissdo estavel ou controlada (Coldmbia e Venezuela) e paises com
transmissao esporadica (Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Bolivia, Guiana e
México). No periodo de 2001 — 2017 (tabela 1) foram registrados 59.679 casos novos,
resultando em uma média de 3.516 casos por ano, tendo o Brasil como um dos principais
paises reportados (PAHO, 2019).
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Figura 1. Status da LVH no mundo
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Figura 2. Distribuicdo geografica da LVH no novo e velho mundo
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Figura 3. Endemicidade dos paises da Regido Europeia quanto a ocorréncia de LVH, de acordo com a
Organizagédo Mundial de Saude

Fonte: GRADONI et al. (2017).

Figura 4. Casos de leishmaniose visceral humana nos paises com maior niumero de casos, Américas, 2001
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Tabela 1. Numero, proporgdo de casos e incidéncia®? de leishmaniose visceral humana segundo paises,
Ameéricas, 2015-2017

Brasil 3.289 952 409 2.54 3200 9541 488 155 4114 97.05 553 198
Paraguai 892 27 3.01 2.36 64 181 242 1.02 34 0.80 21 053
Venezuela 37 L 124 0.34 33 0.98 1.03 011 40 094 133 013
Colémbia 21 06 7.04 0.63 37 110 3.54 0.34 29 0.68 344 0.06
Argentina B 0.2 0.89 0.67 11 033 0.72 0.03 9 021 107 0.02
Honduras 6 02 24 0.34 7 0.21 225 D0.0B B 0.15 248 0.09

El Salvador © 0.0 0.0 0.0 0 0.00 0.0 0.0 2 0.05 44 0.03
Guatemala 2 01 19 19 2 0.06 2.2 0.01 2 0.05 54 0.01
México 1 0.0 43 0.1 0 0.00 0.0 0.00 1 0.02 5.4 0.00
Total 3.456 100.0 5.07 242 3354 100.00 451 1.04 4238 160.00 5.23 0.74

Nota explicativa: " Incidéncia por 100.000 habitantes considerando a populagao das zonas de transmissao
de LV nos paises e regides. 2 Incidéncia por 100.000 habitantes considerando a populacgao total dos paises
com transmissao de LV.

Fonte: PAHO (2019).

O primeiro caso da epidemiologia de leishmaniose visceral humana (LVH) no
continente americano foi diagnosticado em 1913 pelo Dr. Luis Migone, no Paraguai, o
qual o médico descreveu através de material necropsiado de um paciente brasileiro
oriundo do Mato Grosso, Brasil (ARBO, 2013; RIOS-GONZALES, 2016); posteriormente,
neste mesmo ano, um outro paciente que residia no Brasil também foi diagnosticado por
FRANCHINI & MONTOVANI (1913 apud COSTA et al.,1995) fora do pais de origem. De
acordo com COSTANZO (2012), nos demais paises da regidao a enfermidade so6 foi
descrita nos seus préprios paises de origem ap6s 13 anos (na Argentina) e 20 anos (no
Brasil). Embora esta doenga seja historicamente limitada aos tropicos e subtrdpicos,
existem varios fatores que contribuem para a sua disseminagcdo em novas areas, entre
eles estdo as mudangas climaticas, a urbanizacdo, o desmatamento, o aumento de
viagens por motivos turisticos e relacionados ao trabalho, a imigracdo de paises
endémicos, entre outros (SUTHERST, 2004).

O primeiro relato de LVH no Brasil ocorreu em 1934, com o achado de formas
amastigotas de Leishmania em cortes histolégicos de tecido hepatico de pacientes que
morreram com suspeita de febre amarela. Este primeiro surto desta enfermidade ocorreu
em Sobral, Ceara (PENNA HA, 1934 apud GONTIJO & MELO, 2004).

A partir de meados dos anos 80, foi verificada uma transformacao drastica na
distribuicdo geografica da LVH; esta doenca, que antes encontrava-se restrita as areas
rurais da regido nordeste brasileira, produziu avangos e expansao para outras regioes
indenes, atingindo inclusive a periferia de grandes centros urbanos; em 19 dos 27 estados
brasileiros ja foram registrados casos autéctones de LVH, sendo a maioria na regiao

Nordeste do pais. A partir dos anos 90, os estados do Para e Tocantins (regido Norte),
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Mato Grosso do Sul (regido Centro Oeste) e Minas Gerais e Sao Paulo (regido Sudeste)
passaram a influir de maneira significativa nas estatisticas da LVH no Brasil (GONTIJO &
MELO, 2004; SILVA et al., 2008).

No Parana, até 2009 (SOCOOL et al., 2009) este estado era considerado uma
regido livre da transmisséo do LV por nao ter sido observada/constatada a presenga do
vetor; entretanto, cdes e humanos com sinais clinicos compativeis com LV vém sendo
observados no Estado do Parana ja em épocas anteriores a esses primeiros relatos. O
vetor Lutzomyia longipalpis - unico vetor comprovadamente apto, até o presente
momento, para a transmissao do parasita -, s6 foi encontrado pela primeira vez na cidade
de Foz do Iguagu em 2012, quando a cidade havia sido decretada como area de risco da
doenca (SANTOS et al., 2012; SOCCOL et al., 2017; PARANA, 2018), sendo que o
primeiro caso humano ocorreu em 2015 (CALDART et al., 2018, JUNIOR et al., 2015).
Concomitantemente, a LV expandiu seu alcance para os paises vizinhos (Argentina e
Paraguai), onde foi observado um aumento gradual nas mortes humanas (SOCCOL et al.,
2017).

Santa Catarina era considerado um estado indene para LV até 2010, quando foram
diagnosticados os quatros primeiros casos autdctones de Leishmaniose Visceral Canina
na localidade de Canto dos Aragas, na cidade de Floriandpolis e em 2017, surgiu o
primeiro caso em humano (GUIA DE ORIENTACAO - SC, 2018).

Em Rio Grande do Sul (BRASIL, 2010), tanto vetor, presenca da LVC e LVH foram
notificados em 2008 e reportado em 2009 na cidade de S&o Borja, cidade que faz
fronteira com Santo Tomé, na Provincia de Corrientes, Argentina (SOUZA et al., 2009;
SOUZA et al. 2014).

O numero de casos de LV nas macrorregides sulistas aumentaram de area livre em
um periodo de 2001 a 2006 (figura 5) para area com casos autéctones de caso LV
humana e canina em 2007 a 2014 (REIS et al., 2017).
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Figura 5. Taxa de novos casos de leishmanioses visceral por 100,000 habitantes por municipio em um
periodo de 2001-2006 e 2007-2014
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Fonte: REIS et al. (2017).

Assim, a LVH esta distribuida em 21 Unidades da Federagao, atingindo as cinco
regides brasileiras; por esta razdo, nota-se que ela apresenta aspectos geograficos,
climaticos e sociais diferenciados (GUIA DE VIGILANCIA EM SAUDE — VOL3 —2017). Os
aspectos epidemioldgicos da LVH no Brasil vém sofrendo alteragdes. Inicialmente no
Nordeste brasileiro (figura 6) a incidéncia da doenca era associada a pobreza, a
subnutricdo humana e canina e a areas rurais e/ou silvestres (SOCCOL et al., 2009),
entretanto, o vetor apresenta alta adaptagcdo em diversos ambientes, facilitando a sua
distribuicdo e colonizagdo de ambientes heterogéneos, locais onde ndo havia a presenca
do vetor, passa a estar presente (FERNANDEZ et al., 2010; SALOMON et al., 2015).
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Figura 6. Distribuicao de casos autdctones de Leishmaniose Visceral Humana Segundo municipio em 2002,
Brasil
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Fonte: MS, 2014.

Gradualmente, a LV espalha-se da area rural para as areas periurbana e urbana,
seguindo a migragcdo das populagdes (SOCCOL et al., 2017; MARTINS-MELO et
al.,2014). A adaptagao do vetor (BATES et al., 2015), transporte dos caes infectados por
L. infantum (LIMA et al., 2018), elevada densidade populacional humana e a falta de uma
boa infraestrutura nas regides tropicais em particular, tem efeito profundo sobre o
potencial de transmissdo de doencas (GUBLER, 1998). Dados podem ser observados,
como na década de 1990, em que aproximadamente 90% dos casos notificados de LVH
ocorreram na regiao Nordeste, e a medida que a doenga se expande para as outras
regides, essa situagdo vem se modificando; em 2012, a regido Nordeste foi responsavel
por 43,1% dos casos do pais (GUIA DE VIGILANCIA EM SAUDE — VOL3 — 2017).

Segundo o Ministério da Saude, em 19 anos de notificagdo (1984-2002), os casos
de LVH somaram 48.455 casos, sendo que aproximadamente 66% deles ocorreram nos

estados da Bahia, Ceara, Maranhao e Piaui. Nos ultimos dez anos, a média anual de
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casos no Pais foi de 3.156 casos, e a incidéncia de dois casos/100.000 habitantes (figura
7).

Figura 7. Numero de casos e coeficiente de incidéncia de leishmaniose visceral humana, Brasil — 1985 a
2002
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Fonte. MS, 2014.

FERNANDEZ (2013) descreve uma distribuicdo espacial dos vetores elaborados por
QUINTANA et al. (2012) baseado em trés escalas espaciais para os estudos e analises
da abundancia dos flebotomineos e incidéncia de casos humanos - microescala
(microfocal), mesoescala (localidade ou focus epidémico) e macroescala (regional). A
primeira escala refere-se a mudangas na vegetagdo em pequena escala, como
caracteristicas de moradia e peridomiciliar. A segunda escala refere-se aos efeitos do
desmatamento e urbanizagdo em nivel local, onde é possivel encontrar uma estrutura de
metapopulagao de vetores e fendbmenos relacionados a surtos. A terceira escala refere-se
a distribuigdo de tendéncias em larga escala (pais) e a distribuigcdo potencial de espécies
nas eco-regides (QUINTANA et al., 2012).

A atual complexidade dos mecanismos de transmissdo da LV urbana representa
novos desafios e exige novas estratégias e abordagens para o seu controle. LE RUTTE et
al. (2018) sugerem focar em: 1) aumentar a conscientizagéo sobre a presenca e o risco
de LVC e LVH; 2) tomar medidas preventivas; 3) detectar e tratar casos de doencga; e 4)

monitorar e avaliar a infecgdo. Os programas de controle ndo devem considerar apenas
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os fatores bioldgicos ligados ao ciclo de transmissdo da doenga, como o controle de
reservatorios e vetores, mas também suas inter-relacbes sociais e os impactos no
desenvolvimento econdmico das nacdes afetadas (CONTI et al., 2016). MIRET et al.
(2011) atentaram em relagdo aos caninos errantes que constituem um problema global
que envolve paises de todos os graus de desenvolvimento econémico, e especialmente
para os paises pobres pois para LIMA et al. (2018), existe uma correlagao positiva entre a

incidéncia da LV humana com a LV canina (figura 8).

Figura 8. Correlacdo entre a incidéncia de LVH com LVC
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Fonte: LIMA et al. (2018).

A distribuicdo espacial de um agente patogénico em uma area é importante para
monitorar e controlar a doenga; como a LV em caes geralmente precede casos humanos,
usamos caes como ponto de referéncia para avaliar a distribuicdo espacial e os fatores de
risco em uma sociedade (SOCCOL et al.,2017). Identificar doengas que representam
maior ameacga a saude e ao bem-estar ajuda os formuladores de politicas a planejar
intervengdes, monitorar processos e avaliar o impacto e a eficacia das medidas de
controle (BEZERRA et al., 2018).



26

1.1.2. Diagnostico

A Leishmaniose visceral canina pode apresentar um amplo espectro de sinais
clinicos, desde animais aparentemente saudaveis, passando por oligossintomaticos, até
estagios severos da doenca sendo uma caracteristica importante € a permanéncia da
doenga clinicamente inaparente por longos periodos. (GONTIJO & MELO, 2004). Para
BANETH et al. (2008) e MANCIANTI et al. (1988), os céaes sao principais reservatorios
domésticos em areas urbanas, e alguns animais infectados podem desenvolver doenca
clinica evidente enquanto outros permanecem como portadores assintomaticos sem
sinais clinicos. Segundo LANOTTE (1979 apud MANCIANTI et al., 1988), os animais
assintomaticos podem desenvolver quadros clinicos de infecgdes apds alguns meses.

De acordo com LEITE et al. (2015), o cao pode ser classificado em 4 diferentes
grupos em relagado a sinais clinicos: (1) os caes nao apresentam nenhum dos sinais
clinicos; (2) caes com sinais clinicos grau | (SI) que incluem animais apresentando até
dois sinais clinicos isolados geralmente causados por LVC e ndo houve relato de qualquer
outra morbidade que pudesse justificar os sintomas; (3) cdes com sinais clinicos grau Il
(SII) que apresentam trés ou mais sinais clinicos tipicos para LVC sem relato de qualquer
outra morbidade; e (4) caes com sinais clinicos *(S*) mostrando pelo menos um sinal
clinico relacionado a LVC que, no entanto, pode ter uma causa diferente, como outras
queixas/morbidades relacionados com condigdes ambientais ou a disponibilidade de

alimentos (Figura 9).

Figura 9. Cao assintomatico e cao oligossintomatico respectivamente
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Fonte: JUNIOR, A. B, et al. (2015).

O diagnéstico laboratorial da LVC pode ser feito através dos métodos

parasitologicos e soroldgicos (LAURENTI, 2009), sendo que as metodologias adotadas
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pelo pais para o controle da LVC baseiam-se em métodos soroldgicos que incluem o teste
imunocromatografico TR DPP®Bio-Manguinhos, que é usado como exame de triagem, e o
teste ELISA indireto como exame confirmatério (BRASIL, 2006; JUNIOR et al., 2015).

Segundo SANTIS et al. (2013), os métodos parasitoldgicos e soroldgicos requerem
implementacdo em condi¢cdes especiais, como um laboratoério estruturado e profissionais
bem treinados, e com isto podera levar um certo tempo para entregar melhores
resultados. O teste de DPP, por outro lado, apresenta protocolo que nao requer
equipamentos especializados ou suprimentos extras, utilizando-se para tanto pequenas
amostras sanguineas (RIBEIRO et al., 2019).

SILVA et al. (2011) citam algumas desvantagens dos testes soroldgicos como a
possibilidade de ocorrer reagdes cruzadas com outras zoonoses caninas. Segundo LEITE
et al. (2015), os métodos soroldgicos empregados na detecgdo da LVC apresentam baixa
sensibilidade e podem subestimar o real resultado. JUNIOR et al. (2015) analisaram
algumas literaturas indicativas de que o TR-DPP apresenta uma sensibilidade de 93 a
100% e especificidade de 92 a 100%; porém, alguns artigos mostraram que a
sensibilidade do teste depende da situagdo clinica do animal, no caso, em caes
assintomaticos a sensibilidade registrada em diferentes artigos publicados varia de 12 a
47%. Casos assintomaticos de LV sao comuns em caes e humanos. Segundo um estudo
realizado por MANCIANTI et al. (1986) na ilha de Elba situado na Italia, avaliou 175 caes
positivados pelo teste parasitoldgico e/ou sorolégico (IFAT — teste de imunofluorescéncia
indireta), 35% eram assintomaticos. Estes casos, incluindo-se ainda caes soronegativos,
podem ser positivos quando se utiliza o teste de PCR; a presenga do parasita em caes
assintomaticos com auséncia de anticorpos indica que o animal tem a infeccdo, mas
poderiam nunca ficar doentes (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

O kit LVC Dual-Path Platform (DDP®) (figura 10) utiliza reagentes para detectar
anticorpos contra a proteina de fusdo rK26 / rK39; pesquisas encontraram indicativos de
que o kit provavelmente ndo € sensivel o suficiente para detectar portadores caninos
assintomaticos de L. infantum, mas pode ser util para confirmar casos suspeitos
clinicamente por causa de sua alta especificidade em caes sintomaticos (GRIMALDI Jr. G.
etal.,, 2012; SOUSA et al., 2014).

GRIMALDI Jr. G. et al. (2012) realizou um trabalho com 190 animais, afim de
comparar os niveis de anticorpos especificos para K26/K29 em diferentes grupos de caes

(figura 11), sendo 60 animais assintomaticos positivos para LV, 60 animais sintomaticos
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também positivos, 59 animais negativos e 11 animais apresentando reatividade cruzada e

concluiu que animais assintomaticos apresentam baixos niveis de anticorpos especificos.

Figura 10. Teste rapido LVC DPP Bio-maguinhos®
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Nota explicativa: a linha esquerda representa a banda de teste, indicando um resultado positivo.
Fonte: HIRSCHMANN et al. (2015).

Figura 11. Comparacgao dos niveis de anticorpos especificos para K26/K39 em diferentes grupos de caes
utilizando leitor Dual-Path Platform (DPP)
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Nota explicativa: Sd0 mostrados para soros de animais assintomaticos (n=60) e sintomaticos (n=60)
Leishmania infantum-positivos (circulos pretos) e para animais controles (n=59) e de reatividade cruzada
(n=11) (circulos abertos).

Fonte: GRIMALDI et al. (2012).

Portanto, o diagnodstico de LVC deve ser realizado usando uma abordagem
integrada, considerando-se fatores como o local onde reside o animal, viagens realizadas,

habitos, exame clinico cuidadoso e analises laboratoriais (SANTIS et al., 2013). Diferentes
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técnicas podem ser utilizadas para o diagndstico de leishmaniose visceral humana e
canina; entretanto, nenhum apresenta 100% de sensibilidade e especificidade (GONTIJO
& MELO, 2004).

Os atuais métodos sorolégicos de diagndstico adotados pelo Ministério da Saude
no Brasil mostraram ter reatividade cruzada entre L. amazonensis, L. braziliensis e L.
infantum, sugerindo que essas metodologias para direcionar os reservatérios de LV
podem estar superestimando a prevaléncia de L. infantum na sorologia de caes positivos,
devido a detecgao das outras espécies (PAZ et al., 2018). Para ZANETTE et al. (2014) e
RIBEIRO et al. (2019), os testes diagnosticos clinicos devem ser usados em associagao
com outros testes de diagndstico e devem ser usados com cuidado durante a triagem
para LVC em areas endémicas para erliquiose, babesiose, toxoplasmose e neosporose.
ZANETTE et al. (2014) concluiu que os testes para LVC pode ter reagdes cruzadas com
Anaplasma spp., Ehrlichia canis, Babesia canis, Toxoplamagondii e Neosporacaninum,
resultando em falso positivo para LV, bem como resultados falso-negativos em casos de
reacdes duvidosas. SILVA et al. (2016) citam a sensibilidade do DPP®em valor de apenas
57.45%:; este resultado é preocupante, pois com a tendéncia de aumento de prevaléncia
observada nos ultimos anos, e sendo a técnica de triagem utilizada pelo Ministério da
Saude para identificagdo dos animais positivos desde 2011, cerca de 42% (IC 95%: 0,28-
0,57) dos caes permanecem no campo com resultado falso negativo.

De acordo com RIBEIRO et al. (2019) durante a vida de qualquer ser vivo € exposto
a uma diversidade de parasitos de modo sequencial ou simultaneo, sendo rara a situagao
na qual ha somente um parasita atuando num mesmo organismo hospedeiro.

Segundo um trabalho realizado por SILVA et al. (2011), dentre um n de 155 caes
soroativos para DPP que foram eutanasiados na cidade de Rio de Janeiro (figura 12),
59% desses caes, que equivale a 91 caes, nao apresentaram positividades em testes
como: PCR (Polymerase Chain Reaction); IIF (Indirect Immuno Fluorescence) e
EIA/ELISA (Enzyme Immuno Assay).
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Figura 12. Resultados da combinacao de teste parasitologico (cultura), sorolégico (IIF/EIA) e molecular
(PCR), 64 (41%) apresentaram positividades em uma ou mais performances
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Nota explicativa: 91 (59%) cées soro ativos eutanasiados pelo programa de controle de leishmanioses
deram negativos em todos os testes.
Fonte: SILVA et al. (2011).

De acordo com HIRSCHMANN et al. (2015) € necessario o desenvolvimento de
ensaios sorolégicos baseados em mais antigenos definidos e especificos para melhorar
os meétodos diagndsticos para as leishmanioses.

Em relacdo a metodologias parasitolégicas que envolvem a puncdo de 6rgaos,
apesar de fornecerem a certeza da infeccéo, por possibilitarem a visualizagao do parasito,
sdo bastantes invasivos (FARIA & ANDRADE, 2012). Em um trabalho realizado por
SOUSA et al. (2014), em um total de 10 caes, 3 deram positivos para DDP mas foram
negativos no exame parasitologico em tecidos especificos como linfonodo e medula
0ssea, que posteriormente foi confirmado com novas coletas.

Levando-se em consideragado que os testes disponiveis para diagnéstico da LVC e

0os métodos convencionais que incluem avaliagdo clinica, como analise hematologica,
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histopatolégica e bioquimica, a técnica molecular baseada na metodologia da PCR
quantitativa (QPCR) tem importante valor para detecgéao, diferenciacéo e quantificagao das
espécies de Leishmania, permitindo desta forma a deteccdo de DNA, de forma
independente do estagio clinico (COSTA-VAL et al., 2007; MANNA et al., 2009).

A pesquisa de DNA de parasitas do género Leishmania através da técnica de PCR
€ utilizada amplamente para verificacdo da presenga ou auséncia do DNA parasitario,
apresentando a vantagem de diferenciar as espécies de Leishmania. Neste sentido, faz-
se necessario utilizar primers marcadores especificos para cada espécie (JUNIOR et al.,
2015).

A primeira demonstracao da reacao em cadeia da polimerase ocorrida em 1983 é
considerada uma das maiores conquistas cientificas do século XX, sendo este processo
revolucionario para muitas areas da ciéncia, devido a sua capacidade de multiplicar varias
copias de sequéncias de DNA, usando DNA diretamente ou DNA complementar apos a
transcricdo reversa do RNA (AHRBERG & NEUZIL, 2015).

Essa vertente molecular, conduzida, sobretudo, pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), é baseada na amplificacdo de oligonucleotideos que formam uma
sequéncia conhecida do parasita. Este teste pode ser realizado em diferentes amostras,
tais como aspirados de medula, aspirados de linfonodos, sangue, urina e bidpsias de
pele. Em amostras de sangue total, apesar da vantagem de ter uma coleta menos
invasiva, a sensibilidade mostra-se inferior aquela obtida com outros tecidos (FARIA &
ANDRADE, 2012).

SOCCOL et al. (2017) pontuam que as técnicas moleculares sdao mais eficientes
para detectar infecgdes por L. infantum, mesmo nos estagios iniciais, enquanto as
técnicas sorolégicas sdo mais eficientes nos estagios avancados, quando a producao de
IgG esta estabelecida e pode ser detectada mais facilmente.

LEITE et al. (2015) realizaram um trabalho comparativo entre as técnicas PCR real
time de amostras obtidas do swab conjuntival utilizando o marcador SYBR Green™ e o
teste sorologico de ELISA; em 1350 cées, 369 (27,3%) deram positivos para PCR real
time e 126 (9,3%) deram positivos para ELISA; dos 369 positivos para PCR, 105 foram
positivos para ELISA; era esperado o achado de um grande numero de caes que
apresentaram resultados negativos nos ensaios sorolégicos, mas foram positivos para a

PCR em tempo real, tendo em vista a maior sensibilidade do ensaio molecular (tabela 2).
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Tabela 2. Comparativa entre ELISA e PCR real time em 1350 (n) caes avaliados, 369 positivados por PCR
real time e 126 foram positivos por ELISA

Diagnosis
CS real-time PCR ELISA

(+) ) Total

n (%) n (%) n (%)
(+) 105 (7.8) 264 (19.6) 369 (27.3)
) 21 (1.6) 960 (71.1) 981 (72.7)
Total 126 (9.3) 1224 (90.7) 1350 (100)

+ positive, — negative, n number of animals

Nota explicativa: Dos 369 positivados por PCR, 105 foram positivos por ELISA demonstrando maior
sensibilidade no ensaio molecular.
Fonte: LEITE et al. (2015).

O fluoréforo (figura 13) é um agente intercalante do DNA, em um sistema utilizado
para deteccdo de RNA ou DNA na metodologia de PCR em tempo real. Esse método
envolve a incorporagdo do corante livre, SYBR Green™, a uma molécula de DNA, recém-
sintetizada que apresente. A deteccdo € monitorada através da intensidade de
fluorescéncia ao longo dos ciclos. Durante os primeiros ciclos da PCR, o sinal de
fluorescéncia emitido pelo SYBR Green™ (figura 14), é fraco para ser detectado, no
entanto, durante a fase exponencial o sinal aumenta proporcionalmente a quantidade de
DNA sintetizado pela PCR (PONCHEL et al., 2003). A positividade da presenga do trecho
analisado sera comparada com a referéncia passiva ou background dada pela ROX
(PAIVA, 2008). Segundo DRAGAN et al. (2012), a espectrofotometria de fluorescéncia é
uma técnica poderosa na utilizacdo para analisar a dinamica das interagcbes e
visualizagdes das macromoléculas e complexos macromoleculares (figura 13), estes
fluoréforos especificos apresentam efetivas interatividades com acidos nucleicos (DNA,
RNA) aumentando significamente o brilho quando forma o complexo, os tornando uteis
em varios ensaios de deteccdo de DNA, na pesquisa biofisica de complexos de DNA-

proteina e na coloragao de cromossomos.
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Figura 13. Interagéo dos fluoréforos com os pares de bases de DNA
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Fonte: DRAGAN et al. (2012).

Figura 14. Fluoréforos — Kit PowerUp™ — SYBR® Green Master Mix

Fonte: dos autores (2022).

CARVALHO FERREIRA et al. (2014) realizaram um trabalho comparativo entre o
PCR em tempo real com o PCR tradicional em diversas amostras biolégicas, obtendo-se

melhor resultado com a primeira metodologia: sangue (90% - 27/30), pele (93,3% - 28/30),
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medula 6ssea (100% - 30/30) e swab conjuntival (96,7% - (29/30), obtendo-se uma taxa
positiva acima de 90% em dois grupos de caes que foram divididos em sintomaticos e
assintomaticos, utilizando-se o marcador SYBR GREEN.

BANETH et al. (2008) elaborou uma piramide demonstrando as analises clinicas e
laboratoriais: o pico da piramide (laranja) consiste em um subconjunto relativamente
pequeno de caes positivos mostrando sinais clinicos da doenca; caes soropositivos sem
sinais de doencga representam um segundo subconjunto (bege). Um terceiro subconjunto
inclui PCR mais assintomaticos, mas com caes soronegativos infectados (roxo) e um
quarto subconjunto inclui caes que s&o soronegativos € ndo abrigam parasitas (azul)
(figura 15).

Figura 15. Piramide demonstrando as analises clinicas e laboratoriais entre caes soronegativos, PCR
positivo, soropositivo e cdes sintomaticos

Clinical disease

Fonte: BANETH et al. (2008).

A PCR provou ser estatisticamente melhor para deteccdo de DNA de Leishmania em

animais sintomaticos em comparagdo com oligossintomaticos (P < 0,001) e



35

assintomaticos (P < 0,001), com probabilidade 4,85 (2,17-11,03) e 10,43 (4,7-23,53)
vezes maior, respectivamente; quando comparamos os resultados da PCR em diferentes
amostras clinicas (sangue, medula 6ssea, aspirados de linfonodos e fragmentos de
tecidos) foi observado que ndo houve diferenga estatistica entre caes assintomaticos e
sintomaticos, entretanto, os linfonodos apresentaram melhores resultados (ALMEIDA et
al., 2013).

CARVALHO FERREIRA et al., (2013) utilizando o processo de PCR em tempo real
em amostras como sangue, fragmentos de tecidos e medula Ossea, apresentaram
achados de 96,7% de positividade na deteccdo de L. infantum em caes sem sinais
clinicos e 100% para caes sintomaticos. Quando os testes parasitolégicos e sorolégicos

nao foram capazes de detectar caes positivos para LVC. (ASSIS et al. 2010).

1.1.3. Variaveis Socioambientais e Climaticos

No estado do Parana, a cidade esta situada geograficamente no terceiro planalto,
onde apresenta acentuado declinio no sentido leste para oeste, caracterizado por grandes
rios limitrofes e lineamentos orograficos; a vegetagdo predominante é do tipo estacional
semidecidual (SILVA et al., 2008).

Para CAMARGO (1998 apud BRAZ, 2000) Foz do Iguagu encontra-se em uma
regidao de temperatura umida de altitudes médias, destacando por verbes quentes,
abafados e invernos frescos e secos com chuvas de verdo continuas e temperatura varia
de 18°C a 22°C. MONTEIRO (1962) cita que as variagdes climaticas na regiao estao
ligadas a influéncia de fatores geograficos locais, como presenca de vegetacao, lagos,
florestas e altitude, no entanto, ndo gera condi¢des climaticas discrepantes.

Ao examinar as relagdes entre o clima regional e os climas locais, SORRE (apud
MONTEIRO, 1962) argumenta que o clima regional € um todo que nao € constituido pela
soma de suas parcelas, ou seja, do conjunto dos climas locais.

Foz do Iguagu apresenta varios espagos urbanos que geram tensdes relativas
entre a sociedade e natureza, apresentando degradagdes dos cursos d’agua e areas
baixas susceptiveis a inundagdes por consequéncias hidrometeoroldgicos que geralmente
sao ocupadas por grupos marginalizados ou com baixo poder aquisitivos (BORTOLUZZI,
2022). Segundo CARNEIRO (2016), a cidade é uma regido transfronteirica composta por
diversas etnias e culturas, indios guaranis, japoneses, chineses, indianos, arabes e as

misturas que vieram com eles, os brasiguaios e brasentinos. A regidao apresenta uma
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grande diferencial na oferta turistica, sendo o principal atrativo as Cataratas do Iguacu,
envolto pelo Parque Nacional do Iguagu, uma das mais importantes Unidades de
Conservagao do Mundo e declarados pelo Unesco como Patriménio Natural da
Humanidade (CURY & FRAGA, 2012).

Em relacdo ao ciclo econbmico, a cidade passou por diversas fases de
desenvolvimento, iniciando com a extragcdo de madeira e cultivo como qualquer cidade
interiorana, passando a sua segunda fase de crescimento com a construgdo da Usina
Hidrelétrica de Itaipu com a vinda dos barrageiros; a terceira fase consiste no ciclo da
exportacao e turismo de compras envolvendo Ciudad de Leste — PY e por fim, a quarta
fase esta relacionado com a expansao do comércio, turismo e eventos (GLUCK 2018).

Para GALVAO et al., (20014), a imagem turistica ndo é a mesma imagem da
cidade construida por seus moradores pois os efeitos econdmicos, sociais, culturais e
ambientais em cidades turisticas podem gerar resultados nem sempre dividido igualmente
entre os envolvidos, pois produz desigualdades na distribuigdo dos beneficios e dos
custos. Em relagao a populacao, a sociedade é composta por varios segmentos sociais,
sendo a populagdo de poder aquisitivo menor ou a populagdo marginalizada situam-se
nas regides periféricas da cidade ou em areas de baixas altitudes, geralmente proximos
aos rios ou coérregos (RIBEIRO, 2015). Para LIMBERGER (2007) é necessario analisar a
dindmica da circulagao regional e sua interagcao com os elementos geoecologicos para
compreender as sucessdes e as circulacdes dos tipos de estados climaticos.

Segundo AFONSO (2013), os fatores socioambientais influenciam nas questdes
sanitarias que passa ser um agregado a ecoepidemiologia das leishmanioses. Na viséo
de GALVAO et al. (2014), a percepgdo ambiental é diferente e varia entre os individuos
conforme a renda, o sexo, a idade, o grau de escolaridade, as crengas, 0os mitos e os
valores. Assim, BARCELLOS (apud AFONSO, 2013) “define a doenga como
manifestacdo do individuo e a saude a manifestacao do lugar, pois os lugares e seus
diversos contextos sociais, dentro de uma cidade ou regido, sao resultados de uma
acumulacdo de situagdes histéricas, ambientais, sociais, que promovem condicdes
particulares para a producao de doencgas”.

Conforme revisado por Harhay et al., (2011), o controle de surtos de leishmaniose
humana passa pela necessidade de reduzir a populacédo de canideos, com foco nos caes
domésticos, e na utilizacdo de pesticidas para o diptero. Esse controle pode ser
alcancado pelo sacrificio dos animais infectados e pela castracdo da populagao de caes;

no entanto, medidas como o sacrificio dos caes, tem um grande impacto ético e social
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negativo e geralmente nao sao executadas, a nao ser que casos de leishmaniose visceral
humana sejam  detectados. De acordo com a Nota Técnica n°
11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA, o proprietario que nao aceita o processo de
eutanasia do cao soro positivado, o proprietario deve optar com o tratamento, arcando
com o 6nus e responsabilidade (PARANA, 2020).

Em relagdo ao controle, coleiras impregnadas com cipermetrina sdo repelentes
efetivos contra os vetores da CNV e sao capazes de quebrar o ciclo de transmisséo,
porém, essa estratégia pode nao funcionar em caes de rua; além disso, para algumas
faixas de populagdes, pode ter um custo bastante elevado. Por estes motivos, agdes
orquestradas pelos governos sao de grande importancia. Entre essas agdes pode-se
incluir planos de educacao e conscientizacdo da populacdo de areas de risco, para a
tomada de medidas para evitar a proliferagdo do vetor em quintais, jardins e em casas
vizinhas, além do fornecimento de subsidios a populagdo carente para a aquisicao de
coleiras repelentes. Em uma analise espacial de area de prevaléncia de caes
soropositivos e negativos, ndo foram identificadas areas de prevaléncia espacial na regiao
avaliada. Observando os mapas de intensidade de distribuicdo € possivel visualizar que
houve animais soropositivos praticamente nas mesmas areas onde houve negativos.
Estas areas s&o centrais e proxima ao estadio e também se caracterizam por alta

densidade de animais (figura 16).

Figura 16. Intensidade Geografica de cées soropositivos e soronegativos em Foz do Iguagu — PR
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Nota explicativa: Garmin™ GPSmap - QGIS™ software, version 3.6.3.
Fonte: dos autores (2022).
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2. JUSTIFICATIVA

O diagnostico assertivo da leishmaniose visceral canina no Brasil € um passo
importante para o controle dessa zoonose. No pais, o teste rapido imunocromatografico
(Dual Path Platform — DPP®) foi implementado como uma avaliagéo de triagem para LVC,
sendo positivado na triagem, a amostra passa para o teste confirmatério, utilizando o teste
de ELISA (Ministério da Saude, 2011).

No contexto da profilaxia da leishmaniose visceral, o diagndstico rapido e preciso
de caes infectados € fundamental para o controle, no entanto, o teste sorolégico nao é
suficiente como critério para a eliminacao de caes infectados pois as técnicas sorologicas
convencionais sao limitadas pela reatividade cruzada com outras doencgas parasitarias e
podem apresentar baixa sensibilidade em animais oligossintomaticos ou assintomaticos.
Fatores socioambientais como: presenca de terreno baldio; presenga de outros animais
da mesma espécie ou nao; acumulo de matéria organica; presenga de vegetacgao;
condigdes climaticas; grau de escolaridade do tutor; e entre outros podem ser fatores
preditoras ou confundidoras que devem ser considerados para estabelecer possiveis
vinculos que possam favorecer o estabelecimento do vetor.

A aplicacdo da metodologia da biologia molecular pode ser vantajosa
principalmente para o estagio inicial da doenga ou em animais assintomaticos que néo
produziram uma resposta imune. Segundo TELES et al. (2012), o processo de analise por
PCR é mais automatizado e nao produz dados como falso-positivo e permite analise de
um grande numero de animais. Além disto, o processo molecular dispensa uma segunda
analise confirmativa.

Assim, as anadlises das condi¢gdes socioambientais e o diagndstico correto de
leishmaniose visceral canina é um desafio, e testes de diagndstico confiaveis sao
essenciais para prevenir a transmissdo da doenga ou abate desnecessario de caes e o
uso do PCR em tempo real aparentemente apresenta vantagem na analise dos
resultados, pois possui alta sensibilidade e dessa maneira aparenta ser uma boa escolha

para programa de controle de LVC.



39

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

» validar o teste de identificagdo via técnica de biologia molecular (PCR em tempo
real) de L. Infantum em amostras de caes positivos e negativos para esta
parasitose utilizando amostra de sangue total em comparagdo ao teste soroldgico
convencional com dupla confirmacéo. Sera ao mesmo tempo obtido um panorama

epidemioldgico atualizado da LV em caes na cidade de Foz do Iguacu.

3.2. Objetivos especificos

» validar o protocolo de extragdo de DNA das amostras de sangue total e a técnica
de PCR para identificagédo de L. infantum em amostras de sague total;

* comparar os testes padrdes realizados (teste rapido e ELISA) com a utilizagdo da
ferramenta da biologia molecular (PCR em tempo real);

» verificar a sensibilidade/especificidade em sangue total;

* levantar um perfil socioambiental do tutor e do céo para a verificagdo de possiveis
correlagdes que favorecem ou ndo, a zoonose;

* determinar um perfil epidemiolégico da LV em caes na regido de Foz do Iguagu,
coletados de animais levados por proprietarios ao servigo de diagnostico do Centro
de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio (demanda espontanea); e

* analisar as variaveis socioambientais e climaticas relacionadas com a ocorréncia

de Leishmaniose visceral canina.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Amostras bioldgicas

A validagao das técnicas biomoleculares foi realizada em amostras de sangue total
obtidas de animais confirmadamente positivos e negativos para a presencga de L. infantum
pelo Centro de Medicina Tropical (CMT — ANEXO 1) da Triplice Fronteira em Foz do
Iguagu — PR. Tal confirmagao prévia a utilizagdo das técnicas de biologia molecular, foram
feitas por exame de triagem soroldgica através do kit LVC Dual-Path Platform (DDP® Bio-
Manguinhos) realizado pelo Centro de Controle de Zoonoses do municipio (CCZ) e o teste
ELISA indireto como teste confirmatério realizado pelo Laboratério Central do Estado do
Parana (LACEN) situado em Curitiba — Parana.

As amostras coletadas e separadas para analises moleculares pelo CCZ foram
armazenadas a -20°C em um periodo temporario. Sendo transferidos para um

armazenamento definitivo em ultrafreezer (-86°C).

4.2. Extragcao de DNA Genémico

O protocolo de extragdo de DNA gendmico (GE Healthcare /EUA) consistiu em
etapas subsequentes de processamento, utilizando-se aproximadamente de 50 a 300 uL
de sangue total.

Na primeira etapa realizou-se a lise de células sanguineas, em que as amostras
foram adicionadas 20 uL de Proteinase K e 400 uL de Lysis buffer type 10 ao tubo
misturando a solugdo no vortex por 15 segundos. A solugao inicial foi incubada na
temperatura ambiente por 10 minutos com vortex intermitente para auxiliar a lise. Apos o
periodo de incubacéo, a amostra foi centrifugada para trazer as estruturas celulares para
o fundo do tubo.

Posteriormente, para a ligagdo do DNA gendmico, a amostra lisada foi transferida
para uma mini-coluna no tubo de coleta e colocada em um microcentrifuga durante 1
minuto a 20.000 rpm. O fluido filtrado foi descartado do tubo coletor e novamente
colocado na coluna.

Em uma terceira etapa, realizou-se a lavagem da coluna, adicionando-se 500 pL
do Lysis buffer type 10, centrifugando-se durante 1 minuto a 20000 rpm para assegurar a
completa lise celular e desnaturagdo de quaisquer proteinas residuais. Descartou-se o

fluido e a coluna retornou para dentro do tubo coletor.
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Em etapa subsequente, realizou-se o procedimento de lavagem e secagem,
adicionando-se 500 uL de Wash buffer type 6 na coluna. A solugdo passou por
centrifugagéo por 3 minutos e o fluido foi descartado do tubo coletor.

Por fim, realizou-se a elui¢do, adicionando-se 200 uL de Elution buffer type 5
preaquecido a 70°. C diretamente no centro da coluna. O processo passa por uma
incubacao de 1 minuto na temperatura ambiente e logo por uma centrifugacdo de 20000
rom durante 1 minuto para recuperar o DNA genémico. A amostra com DNA gendmico

purificado foi armazenada a — 20°C (Figura 17).

Figura 17. Fotos tiradas do Centro de Medicina Tropical da Triplice Fronteira — Foz do Iguagu — PR
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Fonte: dos autores (2022).

4.3. PCR em Tempo Real

Foram utilizados os seguintes primers (Invitrogem) forwards e reverse, para
Leishmania Infantum: Lcg-DNApolFw: GC-GCC-TCA-CCA-CGA-TTG e Lcg-DNApolRer:
AGC-GGG-CAC-CGA-AGA GA.

As reagbes foram realizadas em aparelho QuantStudio 7 Flex (figura 18) de acordo
com o seguinte protocolo: 50°C por 2 min para a ativagao da UDG, 95°C por 2 minutos
para acao do DNA polimerase, 95°C por 15 segundos para o processo de desnaturacao e
60°C por 1 minuto para o processo de anelamento/extensdo. A condi¢gdo da curva de
dissociagao (melt curve stage) compreende-se em trés estagios: a 95°C por 15 segundos
(1.6°C/segundo); 60°C por 1 minuto (1.6°C/segundo) e 95°C por 15 segundos
(0.15°C/segundo) totalizando 40 ciclos.
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Figura 18. QuantStudio 7 Flex - Appliedbiosystms - Centro de Medicina Tropical da Triplice Fronteira — Foz
do Iguagu — PR

Fonte: dos autores (2022).

4.4. Levantamento Socioambiental

Os tutores que levaram seus caes para o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ)
do municipio responderam a um questionario socioambiental com diversas variaveis, tais
como: endereco da residéncia, grau de escolaridade, nUumero de pessoas que moram na
residéncia, caracteristicas ambientais onde o cao permanece na maior parte do tempo,
numeros de caes na casa, procedéncia do animal, presenca de outros animais nao
caninos, presenca de arvores frutiferas, presenca de terrenos baldios nas vizinhangas,
presenca de material organico (residuos) expostos, uso de repelente contra o mosquito
transmissor (mosquito palha), vacinagdo e conhecimento do vetor transmissor da
Leishmaniose (Apéndice 1).

Além da pesquisa socioambiental, o préprio CCZ realizou um levantamento sobre
os dados caninos como: procedéncia do cao, raga, massa corporal e sinais clinicos de
doencas (Anexo 2).

Todos os tutores assinaram um termo de consentimento de uso de amostras e de

informacdes para a pesquisa realizada (ANEXO 3).
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4.5. Populagao Canina Avaliada e Estatistica

Amostras de sangue total foram obtidas a partir do servico denominado como
demanda espontanea, oferecido pelo CCZ do municipio a proprietarios de caes de todas
as regides que levam seus animais espontaneamente para coleta e consequentemente,
para a realizacdo do exame soroldgico.

Foram avaliados 396 caes entre o periodo de novembro de 2018 a maio de 2019.
Todos os cées que apresentaram sorologia positiva ou negativa foram avaliados a partir

da técnica de PCR em tempo real.

4.5.1. Caracterizagcdo da amostra

A caracterizacdo da amostra foi realizada avaliando-se, separadamente, as
associagoes entre as caracteristicas do ambiente, dos proprietarios e dos animais, por
meio do teste estatistico do Qui-quadrado para Aderéncia, assumindo-se um nivel de

significancia de 0,05.

4.5.2. Avaliagdo de concordéancia entre testes

A avaliacdo de concordancia entre os testes rapido e PCR-RT foi realizado por
meio do Coeficiente de Concordancia de Cohen Kappa, o qual é considerado como uma
medida de concordancia inter-observador que permite avaliar se a concordancia € dada

ao acaso, e qual o grau dessa concordancia.

4.5.3. Regresséo logistica binaria

Para as variaveis qualitativas (fatores) foi realizado o teste de Qui-quadrado para
Independéncia, analisando-se a associagao de tais variaveis com os resultados dos testes
soroldgico rapido e PCR em tempo real (nivel de significancia equivalente a 0,05). Em
seguida, para definir os fatores associados aos resultados dos exames, todas as variaveis
que apresentaram associagao com os resultados dos testes (positivo x negativo), com
probabilidade menor ou igual a 0,20 (p< 0,20), foram utilizadas para o ajuste do modelo

matematico, aplicando-se o0 método de regressao logistica binaria.
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Para a realizagao da regresséo logistica binaria, algumas etapas foram cumpridas,
sendo elas:
1. selegcdo das variaveis preditoras do modelo, usando-se o critério de p<0,10 da
razao de chance (odds ratio) ser estatisticamente equivalente a 1;
2. obtencdo de um modelo com numero reduzido de variaveis selecionadas a partir
da aplicagao do critério de p<0,05 da razdo de chance (odds ratio) ajustada ser
estatisticamente equivalente a 1;
3. obtencdo de um modelo final apds teste para todas as iteragdes multiplas
possiveis, usando a maximizagao da funcao de Wald;
4. verificagao do ajuste dos modelos utilizando a estatistica de Hosmer & Lemeshow.
Uma vez decidido o modelo final de regressao logistica, foram calculados, para
cada um dos objetivos citados, as probabilidades a partir da formula Pr = 1/ [1+ e-(a + X
(Bi xi )], sendo a a constante do modelo.

Foi ainda construida uma curva ROC (receiver operating characteristic) para o
modelo, com a finalidade de avaliar a habilidade do modelo criado em representar a
realidade. Nesta curva foram representados os valores de sensibilidade e de

especificidade do modelo ajustado.

4.5.4. Distribuigdo potencial de ocorréncia de casos

As localizagbes geograficas foram obtidas usando equipamento GarminTM
GPSmap, marcando cada familia como um local diferente. Assim, os caes residentes no
mesmo domicilio foram registrados no mesmo ponto geografico. Os modelos para
identificar localidades adequadas ambientalmente para o desenvolvimento do vetor da
Leishmaniose e, portanto, determinar locais com maior potencialidade de ocorréncia de
casos foram baseados em modelos de nicho ecolégico e a distribuicdo de espécies
(“Ecological niche modeling” — ENM, Peterson et al. 2011 e “Species distribution
modeling” — SDM, Guisan & Rahbek, 2011).

Foram construidos modelos para as seguintes situagdes: i) ocorréncias de casos
identificados pelo Teste Rapido e validados com teste ELISA (n = 153); ii) ocorréncias de
casos identificados com o teste de PCR em tempo real (n = 98). Apenas um caso foi
considerado para cada célula (pixel) da grade que continha informagdes ambientais,
excluindo-se as coordenadas duplicadas, resultando, portanto, em: Teste rapido/ELISA - n
=66; PCR - n = 52.
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Foram usadas variaveis bioclimaticas da base de dados WorldClim v.2 (quadro 1),

devidamente sumarizadas por meio da Analise de Componentes Principais (PCA). Esses

dados séo grides (raster) no formato GeoTiff, com sistema de coordenadas geograficas

("lat / long"), Datum WGS-84, e resolugado espacial de 30 arcsegundos (~ 1km?).

Quadro 1. Descri¢cdo das varidveis biogeoclimaticas obtidas pela base de dados do Worldclim

Codigos Descrigoes

BIO01 Temperatura média anual

BIO02 Variagdo da média diurna (média por més (temp max - temp min))
BIO03 Isotermalidade (BIO02/BIO07) (* 100)

BIO04 Sazonalidade da temperatura (desvio padrdo *100

BIO05 Temperatura maxima do més mais quente

BIO06 Temperatura minima do més mais frio

BIO07 Variagdo da temperatura anual (BIO5-BIO6)

BIO08 Temperatura média do trimestre mais chuvoso

BIO09 Temperatura média do trimestre mais seco

BIO10 Temperatura média do trimestre mais quente

BIO11 Temperatura média do trimestre mais frio

BIO12 Precipitagdo anual

BIO13 Precipitagdo do més mais chuvoso

BlIO14 Precipitagdo do més mais seco

BIO15 Sazonalidade da precipitReagao (coeficiente de variagéo)
BIO16 Precipitagdo do trimestre mais chuvoso

BIO17 Precipitagdo do trimestre mais seco

BIO18 Precipitagdo do trimestre mais quente

BIO19 Precipitacdo do trimestre mais frio

Fonte: dos autores (2022).

Os modelos foram construidos com base em algoritmos de aprendizado de

maquina pertencentes a trés classes de métodos, sendo eles: i) método apenas de

presencga - Bioclim - envelope climatico (Nix, 1986); ii) método de presencga/background -
Maximum Entropy - MaxEnt (Phillips et al. 2004) e Support Vector Machines (SVM) (Tax e

Duin, 2004); e iii) método de presenca e auséncia - RandomForest (Breiman, 2001). O

uso combinado destes algoritmos pode melhorar os resultados, considerando diferentes

tolerancias na distribuicdo potencial (Araujo e New, 2007). Para avaliar os modelos

construidos, os registros de casos foram randomizados em dois subconjuntos para

treinamento (70%) e teste (30%) dos modelos. A diviséo dos registros foi aleatorizada 10
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vezes pela técnica de bootstrap (particao aleatéria) para diminuir a correlagao dos dados
(Peterson et al. 2011), totalizando 40 modelos diferentes (10 repeti¢cdes x 4 algoritmos).
Foi usada a técnica de ensemble (conjunto) com "especificidade e sensibilidade
maximas" como um limite (Araujo e New, 2007; Liu et al., 2016). O limite € um valor de
adequacao que define a presenca ou auséncia de um fendmeno. Assim, o valor de cada
célula, no mapa final, variou de 0 a 40, demonstrando a frequéncia de predicdo de
presenca entre os modelos. Esses valores foram divididos pelo numero total de modelos
construidos para obter a frequéncia relativa de presenca por pixel, variando entre 0 e 1.
Como forma de avaliar cada um dos mapas gerados, foram estimados valores de TSS
(True Skill Statistic). Os valores de TSS variam de -1 a 1, sendo que valores negativos, ou
proximos a 0, indicam que os modelos ndo sao estatisticamente diferentes de modelos
gerados aleatoriamente, e valores proximos a 1 indicam modelos excelentes. Assume-se,
contudo, que valores acima de 0,5 sao considerados adequados (Allouche et al., 2006).
Por fim, foram estudadas apenas células que possuem adequabilidade climatica
alta (acima do valor de lowest presence threshold - LPT) nos modelos. Para isso, as
células dos modelos com valores de adequabilidade acima do LPT foram consideradas
como presenca da espécie (1), e as células com valores inferiores ao limiar de corte,
como auséncia da espécie (0) (Guisan e Rahbek, 2011). Ao final deste processo foi

gerado um mapa de distribuigdo potencial para cada uma das espécies em estudo.

4.5.5. Avaliagdo das variaveis bioclimaticas em relagdo aos locais potenciais de

ocorréncia de casos

As variaveis bioclimaticas utilizadas para as modelagens extraidas dos grides
foram avaliadas quanto a relacdo com os locais potenciais de ocorréncia (positivo x
negativo), os tipos de testes (teste soroldgico rapido/ELISA e PCR-RT) e a interagao de
tais fatores por meio da Anadlise de Variancia Fator Duplo, seguida pelo teste de

acompanhamento de Tukey-NHSD (a = 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Variaveis sociodemograficas

Em relagéo as variaveis sociodemograficas dos caes levados pelos proprietarios ao
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Foz do Iguagu, no Parana, observou-se que a
maioria dos donos (50,25%) possuem Ensino Médio, havendo de 3 a 5 pessoas em sua
residéncia (68,43%). Em grande parte das casas (49,49%) habitam de 1 a 2 criangas, e
em 65,15% delas, vivem de 1 a 2 cdes. Todas estas variaveis supracitadas foram
significativas, havendo diferenca estatistica entre suas categorias (p<0,0001; Tabela 3).

As variaveis que indicam caracteristicas apenas dos caes mostraram que o local
de preferéncia da maioria dos animais (56,06%) € a area externa da casa, seguida pela
area mista (interior e exterior: 34,60%). Grande parte dos animais (74,56%) foram
adquiridos por meio de adogao de conhecidos, da rua ou de lojas de animais. Em relagao
a idade, 33% possuiam de 0 a 6 meses, 30,73% tinham idades desconhecida sem a
informacédo de serem filhotes ou adultos, e 14,36% tinham de 7 a 24 meses. A grande
maioria (86,90%) era procedente de Foz do Iguagu. O tempo dos cées nos locais de
origem indicaram valores proximos para as categorias: 7 a 24 meses (31,83%), 25 meses
a 5 anos (28,32%), e acima de 5 anos (28,07%), havendo apenas 10,53% de cées que
permaneceram de 0 a 6 meses no local originario. A maior parte dos caes (81,61%) nao
usava coleira repelente contra o mosquito transmissor da Leishmaniose, e o total absoluto
de animais (396 = 100%) n&o possuia vacina para a referida doencga. Todas estas
variaveis acima citadas foram significativas, havendo diferengca estatistica entre suas
categorias (p<0,0001; Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncias absolutas (FA) e relativas em porcentagem (FR) das variaveis sociodemograficas
relacionadas aos cées levados ao Centro de Controle de Zoonoses de Foz do Iguacu — PR

Variaveis Categorias FA (n) FR (%) p
Fundamental 85 21,46
Médio 199 50,25

Escolaridade Pdés-graduagao 21 5,30 <0,0001
Superior 89 22,47
Técnico 2 0,51
1a2 90 22,73

Numero de pessoas na 3ab 271 68,43

residéncia 6a8 31 7,83 <0,0001
9 ou mais 4 1,01
0 182 45,96

Numero de criancas na 1a?2 196 49,49

residéncia 3a4 17 4,29 <0,0001
5 ou mais 1 0,25

No de cédes naresidéncia 1a?2 258 65,15 <0,0001

3a4 101 25,51
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5a6 19 4,80
7 ou mais 18 4,55
Area interna da casa 34 8,59
Local de preferéncia do M!sto (interior e exterior) 137 34,60
50 Mlsto erua 2 0,51 <0,0001
Area externa da casa 222 56,06
Nao informado 1 0,25
Adocéao (rua/PET/conhecidos) 296 74,56
Adocédo - ONG 3 0,76
Procedéncia do animal Comprado 36 9,07 <0,0001
Ninhada prépria 60 15,11
Outros 2 0,50
0 a 6 meses 131 33,00
7 meses a 24 meses 57 14,36
25 meses a 5 anos 26 6,55
Idade Acima de 5 anos 22 5,54 <0,0001
Desconhecida (filhote) 23 5,79
Desconhecida (adulto) 16 4,03
Desconhecida 122 30,73
; Foz do Iguagu 345 86,90
Local de nascimento Outros 52 13.10 <0,0001
0 a 6 meses 42 10,53
7 meses a 24 meses 127 31,83
Tempo no local de origem 25 meses a 5 anos 113 28,32 <0,0001
Acima de 5 anos 112 28,07
Nao informado 5 1,25
Uso de coleira repelente X Nao 324 81,61
0 mosquito Sim 73 18,39 <0,0001
. . . Nao 396 99,75
Vacina para Leishmaniose Sim 1 0.25 <0,0001

Nota explicativa: p: teste de Qui-quadrado.
Fonte: dos autores (2022).

Em relagcdo ao ambiente doméstico no qual os caes vivem, a maior parte (46,85%)
habita patio misto, seguido por patio cimentado (31,99%), patio com cobertura vegetal
(15,62%) e patio de chao (4,79%). As residéncias que possuem arvores frutiferas
indicaram manga como a mais frequente (28,27%), seguida por jabuticaba (23,10%) e
citros (18,84%). Dentre os animais que coabitam o quintal, ou o patio, com os caes,
66,95% sao gatos, 27,97% sao galinhas e 5,08% sao coelhos. Dentre as galinhas,
72,73% vivem soltas. Foram observados terrenos baldios, ou desocupados, nos arredores
das casas em 48,61% das respostas. Presenga de material orgénico exposto, dentro ou
fora da casa apresenta apenas em 26,45% das residéncias. Todas as variaveis
analisadas sobre o ambiente foram significativas (p<0,0001), havendo diferenca
estatistica entre suas categorias, como pode ser observado na tabela 4. Por fim, entre os
proprietarios que levaram os cées para atendimento veterinario, apenas 33,50%
conhecem o mosquito palha, e somente 7,73% responderam ter visto o mosquito. Estas
variaveis foram também significativas, indicando diferencga estatistica (p<0,0001) entre as

respostas positivas e negativas, conforme exposto na tabela 4.



49

Tabela 4. Frequéncias absolutas (FA) e relativas em porcentagem (FR) das variaveis sociodemograficas
relacionadas aos cées levados ao Centro de Controle de Zoonoses de Foz do Iguagu — PR

Variaveis Categorias FA (n) FR (%) P
Patio misto 186 46,85
Tioo de ambiente Patio com cobertura vegetal 62 15,62
dopmésﬁco Patio cimentado 127 31,99 <0,0001
Patio de chéo 19 4,79
Nao informado 3 0,76
Manga 93 28,27
Jabuticaba 76 23,10
Arvores  frutiferas  no Goiaba 34 10,33
quintal/patio Citrus 62 18,84 <0,0001
Acerola 48 14,59
Abacate 16 4,86
Gatos 79 66,95
Animais no quintal/patio Coelhos 6 5,08 <0,0001
Galinhas 33 27,97
. Soltas 24 72,73
Galinhas Cercadas 9 2727 <0,0001
. . Nao 204 51,39
Terrenos baldios proximos sim 193 48 61 <0,0001
Material organico exposto N&o 292 73,55 <0.0001
dentro/fora da casa Sim 105 26,45 ’
, Nao 264 66,50
Conhece o mosquito sim 133 33,50 <0,0001
. . Nao 358 92,27
Viu o mosquito sim 30 773 <0,0001

Nota explicativa: p: teste de Qui-quadrado.
Fonte: dos autores (2022).

5.2. Avaliagao de concordancia entre testes

No presente estudo foi possivel observar que a concordancia é significativamente
superior a 1 (p = 0,0021), contudo, de acordo com a classificacdo proposta por Landis e
Koch (1977), pode-se assumir que k = 0,1675 indica uma concordancia baixa entre os
testes (Tabela 5).

Tabela 5. Concordancia entre os testes rapidos, ELISA e PCR-RT por meio do Coeficiente de Concordancia
de Cohen Kappa

Teste rapido/ELISA

p-valor Kappa de
Nzo Sim Cohen
Nao 17 (85%) 66 (46%)
PCR-RT 0,0021 0,1675
Sim 3 (15%) 79 (54%)

Fonte: dos autores (2022).
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5.3. Regressao logistica

Ao realizar a avaliagdo das variaveis preditoras dos resultados do teste soroldgico
rapido com confirmagao do teste ELISA foi possivel verificar que as consideradas como
significativas pelo método de regressao logistica foram: local de permanéncia do cao,
area cercada e conhecimento sobre o diptero transmissor da Leishmaniose. O modelo
apresentou um ajuste razoavel segundo a estatistica de Hosmer & Lemeshow (Qui-
quadrado = 19,386; GL = 8; p = 0,013; Tabela 6).

Segundo este primeiro modelo gerado, caes que permanecem a maior parte do
tempo em areas externas apresentaram um risco 5,85 vezes maior de contrairem a
doencga do que animais de areas internas (OR Area externa = 5,8542 [1,1289 — 30,3594];
p = 0,0354; Tabela 6). A area em que o animal habita ndo ser cercada indicou 8,26 vezes
mais risco de contaminagao pela doenga quando comparada a animais residentes em
areas cercadas (OR = 8,2609 [IC95%: 1,8487 — 36,9134]; p = 0,0057; Tabela 6). Um dado
obtido muito interessante constitui no fato de que o reconhecimento do “mosquito palha”
pelos donos dos caes € um fator protetor (OR < 1) para a ocorréncia de casos de
Leishmaniose, havendo 5,14 vezes mais chance de quem nao conhece o flebotomineo
contrair a doenga em relagdo a quem conhece (OR = 5,1414 (1 + 0,1945) [IC95%: 0,0358
—1,0573]; p = 0,0580; Tabela 6).

Tabela 6. Parametros obtidos para o modelo criado por meio da aplicagdo de regresséao logistica com o
intuito de encontrar os fatores associados aos resultados positivos no teste sorolégico rapido e ELISA para
caes com suspeita de Leishmaniose canina

Variaveis Categorias Estimativa OR [IC95%] p-valor
Intercepto - -0,0814 - 1,0000
Interior 0,0000 - -
Local preferido pelo céo Area externa 1,7672 5,8542 [1,1289 — 30,3594] 0,0354
Misto 1,5097 4,5255 [0,7603 — 26,9364] 0,0971
. Sim 0,0000 -
Area cercada -
Nao 2,1115 8,2609 [1,8487 — 36,9134] 0,0057
; - Sim 0,0000 -
Conhece o “mosquito .
Nao -1,6374 0,1945 [0,0358 — 1,0573] 0,0580

Nota explicativa: Valores em negrito indicam significancia estatistica.
Fonte: dos autores (2022).

A partir do presente modelo, as probabilidades foram estimadas, ordenadas e
plotadas em um grafico, fornecendo a curva ROC exibida na figura 19. A area sob a curva
ROC mostra que o modelo de probabilidades estimadas conseguiu prever

aproximadamente 84,57% dos fatores associados ao resultado positivo para o teste
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sorologico rapido com confirmagcao pelo teste de ELISA. A sensibilidade do modelo
ajustado reflete o quanto ele é eficaz em identificar quais cdes apresentaram resultado
positivo, sendo, na presente proposta, equivalente a 99,34%. Ja a especificidade do
modelo ajustado refletiu o quanto este é eficaz em identificar corretamente os caes que
apresentaram resultado negativo no teste soroldgico rapido, sendo igual a 5%. Em outras
palavras, o modelo conseguiu identificar bem aqueles cées que possam ter resultado

positivo, mas inadequadamente caes que possam ter resultado negativo (figura 19).

Figura 19. Curva ROC para o modelo de regressao logistica binaria com fatores preditivos aos resultados
obtidos pelo teste soroldgico rapido e ELISA para leishmaniose em caes
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Fonte: dos autores (2022).

Ao realizar a avaliacdo das variaveis preditoras dos resultados do teste de PCR em
tempo real, foi possivel verificar que apenas a variavel “local de preferéncia do cao” foi
significativa. O modelo apresenta um ajuste adequado segundo a estatistica de Hosmer &
Lemeshow (Qui-quadrado = 8,2216, GL = 8, p = 0,4121).

Neste segundo modelo gerado, cdes que permanecem maior parte do tempo na
area externa apresentam mais risco de contrairem a doenca (OR Area externa = 2,487
[IC95%: 0,987 — 6,268], p = 0,053) (Tabela 7).
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Tabela 7. Parametros obtidos para o modelo criado por meio da aplicagao de regressao logistica com o
intuito de encontrar os fatores associados ao resultado positivo no teste de PCR em tempo real para caes
com suspeita de Leishmaniose

Variaveis Categorias Estimativa OR [IC95%] p-valor
AErCeDtO e e 1076 T 0,012 .
Interior 0,000
Local de preferéncia do cao Area externa 0,911 2,487 [0,987 — 6,268] 0,053
Misto -0,405 0,667 [0,240 — 1,854] 0,437

Fonte: dos autores (2022).

As probabilidades foram estimadas para o modelo dos resultados obtidos com uso
do PCR em tempo real, ordenadas e plotadas na curva ROC (figura 20). A area sob a
curva ROC mostra que o modelo de probabilidades estimadas consegue prever
aproximadamente 67,3% dos fatores associados ao resultado positivo no teste PCR em
tempo real. A sensibilidade deste modelo foi nula (0%), enquanto a especificidade foi igual
a 100%. Em outras palavras, o modelo consegue identificar de forma excelente os caes
que possam ter resultado negativo, mas mostra-se totalmente ineficaz para identificar

caes que possam ter resultado positivo.

Figura 20. Curva ROC para o modelo de regressao logistica binaria com fatores preditivos aos resultados
obtidos pelo teste de PCR em tempo real para Leishmaniose em caes

Curva ROC (AUC=0,6734)
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Fonte: dos autores (2022).

5.4. Modelos de adequabilidade ambiental e areas potenciais de ocorréncia

Foram realizados modelos de adequabilidade ambiental para a ocorréncia de

casos de Leishmaniose visceral em caes em Foz do Iguagu, Parana. Estes modelos
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foram realizados considerando a ocorréncia de casos definidos pelo Teste soroldgico
rapido com confirmacao pelo Teste de ELISA, e pelo teste PCR em tempo real. Os mapas
dispostos ao lado esquerdo (A e C) representam os modelos gerados, respectivamente,
para os resultados dos Testes soroldgico rapido confirmado pelo teste ELISA e PCR em
tempo real (figura 21). Nestes, as areas dos mapas com tons mais fortes (vermelho)
indicam uma maior adequabilidade ambiental para a ocorréncia do diptero, considerando
apenas variaveis ambientais bioclimaticas e, portanto, com valores apropriados para a
ocorréncia de casos de Leishmaniose. J4 nos mapas do lado direito (B e D) (figura 21), a
cor vermelha indica a potencial ocorréncia de casos de Leishmaniose, sendo que esta
area representa 216km? para o teste PCR em tempo real e 187km? para o teste de

Sorologico rapido com confirmagédo de ELISA (Figura 21).

Figura 21. Mapas de adequabilidade ambiental (A, C) e potencial de ocorréncia (B, D) para Leishmaniose canina
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Nota explicativa: A e B) mapas referentes aos dados positivos obtidos pelo teste sorolégico rapido com
confirmacéo pelo teste de ELISA; C e D) mapas referentes aos dados positivos obtidos pelo teste de PCR
em tempo real.

Fonte: dos autores (2022).
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O grafico da figura 22 indica visualmente que ndo houve diferenga significativa
entre as areas potenciais de ocorréncia de casos de Leishmaniose canina, de acordo com
os diferentes testes de diagndstico (soroldgico/rapido com confirmagao por ELISA e PCR

em tempo real) (figura 22).

Figura 22. Areas potenciais de ocorréncia de casos de Leishmaniose canina considerando os diferentes
testes de diagnodstico (sorolégico/rapido/ELISA e PCR em tempo real)
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Fonte: dos autores (2022).

Analisando-se a “interacao” entre os testes soroldgico/rapido com confirmagao por
ELISA, e PCR em tempo real e os potenciais locais de ocorréncia da Leishmaniose
canina, foram obtidas diferengas significativas para a precipitacdo do més mais seco (p =
0,0531), sazonalidade da precipitagao (p = 0,0134), precipitacéo do trimestre mais seco (p
= 0,0162) e precipitagado do trimestre mais frio (p = 0,0116), além de uma tendéncia a
significancia para a precipitacao do trimestre mais chuvoso (p = 0,0712) e precipitagao do
trimestre mais quente (p = 0,0624), o que indica que tais variaveis possuem relagao tanto
com o tipo de teste, quanto com os locais (Tabela 8).

Em relagdo a comparagao apenas entre os potenciais locais de ocorréncia (positivo
e negativo) para a ocorréncia da Leishmaniose canina, as variaveis testadas relacionadas
as temperaturas: média anual, minima do més mais frio, média do trimestre mais
chuvoso, média do trimestre mais quente e média do trimestre mais frio foram
consideradas significativas (p = 0,0020; 0,0442; 0,0024; 0,0058; 0,0017,

respectivamente), indicando que nos locais onde ha uma possibilidade de ocorréncia para
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casos de Leishmaniose (positivo), tais temperaturas sdo mais elevadas do que nos locais
onde nao existe tal potencial (Tabela 8). Assim, tais areas sdo mais sujeitas ao
surgimento e ao desenvolvimento do mosquito possuindo, portanto, valores mais altos de
casos de Leishmaniose canina.

Para a temperatura média do trimestre mais seco notou-se uma diferenga somente
entre os potenciais locais de ocorréncia (positivo e negativo) para a ocorréncia da doenga,
sendo que onde ndo ha um potencial de ocorréncia da doenga (negativo), tal variavel é
significativamente mais elevada (p = 0,0222) quando comparada aos locais onde ha tal

potencial (Tabela 8).

Tabela 8. Locais das variaveis testadas em relacédo aos resultados dos testes rapidos com confirmagao por
ELISA e PCR em tempo realT (positivos e negativos)
Rapido*Elisa PCR p-valor
Variaveis Locais Locais Testes Locais*
Média DP Média DP Testes
Negativo 20,99 0,29 21,00 0,29
Positivo 21,01 0,29 21,00 0,29 0,0020 0,5017 0,1907
Variagdo da temperatura média diurna Negativo 10,76 0,61 10,75 0,61
(média por més (temp. maxima - minima)) Positivo 10,74 0,61 10,76 0,60
. N Negativo 52,58 0,99 52,57 1,00
Isotermalidade (BIO02/BIO07) (*100) Positivo 5255 101 52,58 0.99
Sazonalidade da temperatura (desvio Negativo 356,02 6,18 35599 6,20

Temperatura média anual

0,5246 0,4426 0,1583

0,4821 0,4818 0,1951

0,7726 0,6617 0,4226

padréo *100) Positivo 35593 6,18 356,03 6,12
Temperatura maxima do més mais Negativo 30,61 0,50 30,61 0,50
quente Positivo 30,62 0,51 3063 0.50 0,1312 0,8297 0,7295

Negativo 10,17 0,60 10,18 0,60
Positivo 10,20 0,59 10,18 0,59
Negativo 20,44 0,90 20,44 0,90
Positivo 20,42 0,90 20,45 0,89
Temperatura média do trimestre mais Negativo 23,20 0,32 23,20 0,32

Temperatura minima do més mais frio 0,0442 0,3899 0,1057

Variagao da temperatura anual 0,6192 0,4907 0,2062

0,0024 0,6005 0,2992

chuvoso Positivo 23,22 0,32 23,21 0,32
Temperatura média do trimestre mais Negativo 16,92 0,38 16,92 0,38
Seco Positivo 16,90 0,38 16,91 0,38 0,0222 04534 10,1538
Temperatura média do trimestre mais Negativo 2512 0,31 25,12 0,31
quente Posiivo 2513 031 2513 0431 0098 06047 03081

Negativo 16,55 0,29 16,55 0,29
Positivo 16,57 0,28 16,56 0,29
Negativo 1766,59 21,38 1766,39 21,65
Positivo  1766,32 22,52 1767,01 21,64
Negativo 20545 6,29 20547 6,33
Positivo 205,41 6,49 205,30 6,34
Negativo 102,50 3,93 102,45 3,92
Positivo 102,25 3,83 102,41 3,87
Sazonalidade da precipitagdo (coeficiente Negativo 18,53 1,25 18,55 1,26
de variacdo) Positivo 18,60 1,29 18,54 1,25
Negativo 520,41 7,57 520,50 7,53
Positivo 520,96 7,34 520,67 7,48
Negativo 356,54 7,82 356,42 7,88
Positivo 356,09 7,96 356,49 7,77
Negativo 477,98 6,34 478,05 6,35
Positivo 478,48 6,37 478,23 6,37
Negativo 358,85 10,28 358,69 10,31
Positivo 358,14 10,25 358,69 10,15
Fonte: dos autores (2022).

Temperatura média do trimestre mais frio 0,0017 0,4405 0,1361

Precipitacdo anual 0,5491 0,4073 0,1376

Precipitacdo do més mais chuvoso 0,2256 0,6617 0,4485

Precipitacdo do més mais seco 0,0085 0,3057 10,0531

0,1550 0,1800 0,0134

Precipitacao do trimestre mais chuvoso 0,0004 0,3480 0,0712

Precipitacdo do trimestre mais seco 0,0877 0,1939 0,0162

Precipitagao do trimestre mais quente 0,0001 0,3344 0,0624

Precipitacdo do trimestre mais frio 0,0119 0,1764 0,0116
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6. DISCUSSAO

A leishmaniose visceral € um grave problema de saude publica em muitas partes
do globo, sendo um desafio para os profissionais, gestores e envolvidos com a grande
area da saude, sendo de grande relevancia a promogao de estudos que determinam o
padrdao de eventualidade da LV e suas peculiaridades epidemioldgicas, contribuindo
assim para compreensao da dindmica desse problema, bem como viabilizar realizacéo de
acgdes de vigilancia e gestao em saude (MARTINS et al., 2018).

A constatacdo dos dados obtidos neste estudo mostra que n&o houve
concordancia entre o teste rapido (TR DPP®) mais ELISA em relagdo ao PCR em tempo
real, sendo que o valor k (Kappa) apresentou um valor de 0,1675. Esta classificacédo
proposta por LANDIS e KOCH (1977) sugere que a medida tem “1” como valor maximo,
que representa concordancia total e os valores proximos e até mesmo abaixo de zero
indicam nao haver nenhuma concordancia, ou a preseng¢a de uma eventual discordancia
entre testes. Essa discordancia foi constatada devido a grande quantidade de amostras
identificadas como positivas no TR DPP® mais ELISA e que se apresentaram negativas
no PCR em tempo real. Além disso, também ¢é possivel observar que uma pequena
parcela de animais com resultado positivo para PCR em tempo real recebeu resultado
negativo para TR DPP®ELISA. Essas divergéncias de resultados ja eram, em parte,
esperadas devido as diferengas nas técnicas utilizadas, e ja sdo bem descritas na
literatura. De acordo com a FIOCRUZ, fabricante do ensaio TR DPP®, o teste é voltado
para realizar a triagem dos animais; dessa maneira, caes que recebem resultado positivo
para o TR DPP®irdo carecer de teste confirmatorio posterior, como PCR, ELISA ou RIFI
(imunofluorescéncia indireta). De acordo com a Nota Técnica de 2011 do Departamento
de Vigilancia das Doengas Transmissiveis do Ministério da Saude, o teste TR DPP®
passou a ser o teste de triagem para suspeita de LVC, devendo a confirmagdo da
infeccao ser realizada através de ELISA (Ministério da Saude, 2011). Para a presente
pesquisa, bem como demais estudos a serem realizados, o ideal seria a realizacdo de
testes confirmatoérios de padrao-ouro, como por exemplo o isolamento/crescimento em
meio de cultura; ou entdo busca direta (visualizagdo por microscopia) em aspirados de
linfonodo ou de medula 6ssea.

Um ponto importante a ser ressaltado € a possibilidade de ocorréncia de reagao
cruzada entre os testes sorologicos para Leishmania infanfum e outros patdogenos que

ocorrem em caes, como outros tipos de Leishmania, Babesia canis, Ehrlichia canis e



57

Trypanossoma cruzi (ZANETTE et al., 2014; LUCIANO et al. 2009; GRIMALDI & TRASH,
1993; COSTA et al., 1991; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). A ocorréncia desse tipo de
reacgao ainda é tema de grande divergéncia de resultados na literatura, fato que pode ser
observado comparando os trabalhos de OLIVEIRA et al. (2008) e ZANETTE et al. (2014).

A resposta imune canina provocada pela presenca de Leishmania sp pode ser
bastante variada entre os individuos, pois existem diferencas naturais que decorrem dos
fatores como estado imunoldgico do hospedeiro, presenca de coinfecgbes e grau de
exposicao ao parasito (REIS et al., 2010). Outro ponto importante € que o protozoario
apresenta receptores moleculares de superficie que permite a invasdo aos macréfagos
sem que ele seja fagocitado, permitindo a sobrevivéncia e consequentemente
influenciando no tipo de resposta imune adaptativa (MOREIRA, 2013). Por esta razao
possa justificar que o resultado combinatério do teste rapido e ELISA seria inadequado
para caes que possam ter resultado negativo pela amostra sorolégica e adequadamente
bem para os resultados positivos. Ao que tudo indica, quando o patdogeno consegue
suprimir a agao das células apresentadores de antigenos, os testes soroldgicos tornam-se
pouco efetivos enquanto que, ao contrario, os testes moleculares podem apresentar
resultados mais eficientes (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; REIS et al., 2013;
STRAUSS-AYALI et al., 2004).

O desenvolvimento de testes sorolégicos mais precisos pode auxiliar a contornar
esse problema. E importante salientar que, em muitas regides do Brasil, animais com
resultados de falso-negativos para leishmaniose dificultam o controle da expansao da
zoonose. Segundo REIS et al. (2010), mesmo que o animal infectado seja assintomatico,
em alguns casos, 0 cao possui capacidade de transmitir o parasito para outros caes, via
flebotomineo, e estes podem desenvolver sintomas.

Um outro aspecto importante em nossos resultados € que a quantidade de animais
negativos para o teste PCR em tempo real e positivos para TR DPP® /ELISA foi
consideravel. Esses dados concordam com os resultados obtidos por MARTINEZ et al.
(2011) que encontraram uma taxa de soro prevaléncia de 31%, enquanto que a
prevaléncia de DNA de leishmania por PCR em tempo real no sangue foi de 20,1%.
Importante notar que esses autores relatam que 84,3% dos animais positivos nos testes
sorologicos e negativos para PCR em tempo real ndo desenvolveram a doenga.
BELINCHON-LORENZO et al. (2016) avaliaram amostras de sangue de animais doentes
com diagnéstico confirmado por ELISA e IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Test) para

Leishmaniose e detectaram DNA do parasita em apenas 57,6 % das amostras.
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Um dos fatores adicionais que podem ter contribuido para essa divergéncia entre
os resultados obtidos por sorologias positivas e por PCR em tempo real é o tecido
utilizado nas reagdes de PCR. SOLANO-GALLEGO et al. (2001) avaliaram 100 caes na
ilha de Mallorca por ELISA e também por PCR convencional, técnica com a qual eles
avaliaram trés tecidos (pele, medula éssea e tecido conjuntivo). Enquanto encontraram
26% de positividade através de teste ELISA, com a PCR a positividade dos animais
chegou a 63%, considerando-se os trés tecidos avaliados. STRAUSS-AYALI et al. (2004)
avaliaram cées infectados naturalmente e artificialmente por Leishmania. Eles
compararam a eficiéncia da deteccdo de DNA de leishmania por PCR em diferentes
tecidos como bacgo, linfonodo, sangue e tecido conjuntivo da regido ocular. Os autores
observaram maior sensibilidade da PCR quando se utilizou tecido conjuntivo da regiao
ocular. MARTINEZ et al. (2011) BELINCHON-LORENZO et al. (2016) encontraram
sensibilidade menor para detecgdo de Leishmania em amostras de sangue quando
comparadas com outros tecidos como medula 6ssea, linfonodo e cerumen. Interessante
notar que esses autores reportam uma alta sensibilidade para amostras de cerumen, que
sao amostras que podem ser coletadas de maneira néo invasiva, diferente do que ocorre
com as amostras de medula éssea e de linfonodo.

Conforme revisado por SOLANO-GALLEGO et al. (2017) quando o PCR é
realizado em amostras de medula 6ssea, linfonodo, baco, pele e esfregacos de tecido
conjuntivo, a sensibilidade & maior, especialmente se o PCR utiliza como alvo a molécula
de DNA do cinetoplasto (kDNA); ensaios de PCR em tempo real com sangue total e
amostras de urina sdo menos sensiveis do que os tecidos mencionados acima.

As analises estatisticas do estudo evidenciaram a discrepancia dos resultados
entre os testes. Assim, teste PCR em tempo real, utilizando amostra de sangue total,
mostrou-se ineficaz para identificar caes que possam ter resultado positivo e eficaz, para
0s caes com resultado negativo.

De acordo com os resultados obtidos por SOLANO-GALLEGO et al. (2016), em
amostras de sangue total de animais sintomaticos, com o aumento da gravidade da
doenga, aumenta também a carga parasitaria no sangue; consequentemente a
sensibilidade atingida utilizando esse tipo de amostra também aumenta.

Outro ponto a ser observado no trabalho sdo alguns casos em que ocorreu
resultado positivo para PCR em tempo real e negativo para o TR DPP®/ELISA. Esse tipo
de divergéncia provavelmente se deu devido a ocorréncia de caes que portam o

patdgeno, mas ainda nao sofreram a soro conversao.
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Apds serem infectados os parasitas podem passar por longos periodos de
incubacdo e levar um tempo até sensibilizar o sistema imune dos animais, passo
necessario para que ocorra a soroconversdo dos mesmos (SOLANO-GALLEGO et al.,
2009). No inicio da infecgédo, ou em casos de infec¢ao subclinica, os animais podem nao
apresentar anticorpos por um periodo que varia de 1 a 22 meses e STRAUSS-AYALI et
al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2001; MORENO & ALVAR et al., 2002; BANETH et
al., 2008).

A maioria dos animais infectados n&o desenvolvem sinais clinicos. Embora a
soropositividade esteja presente em praticamente todos os animais que desenvolvem a
doenca associada a infecgao, ela esta presente em poucos daqueles com infecgao
subclinica (SOLANO-GALLEGO et al. 2004; MARTINEZ et al., 2011). Aparentemente, a
resposta imune mediada por células T Helper asssociadas com Interferon-y promove a
resisténcia ao desenvolvimento da doenca. Ja a resposta T regulada, conferida pela
producdo de Interleucina-10 estda associada com uma maior susceptibilidade ao
desenvolvimento dos sinais clinicos, ao aumento na carga parasitaria e a uma forte
resposta imune humoral ineficaz (SOLANO-GALLEGO et al. 2017; BANETH et al., 2008).

Por mais que caes possam portar a Leishmania infantum eles podem nunca
desenvolver os sinais clinicos da doenga. Por este motivo o monitoramento da infecgao
de cées em areas endémicas para leishmaniose a PCR deve ser utilizado juntamente com
outras técnicas de sorologia quantitativa (SOLANO-GALLEGO et al., 2009), como ELISA.
Devido ao variado tropismo que esses parasitas exibem em diferentes tecidos é
importante que a pesquisa pelo DNA do patégeno seja realizada em tecidos com maior
carga parasitaria que resultem em maior sensibilidade da técnica. O grande problema é
que a coleta de tecidos que a apresentam e que resultam em boa sensibilidade, como
linfonodos e medula dssea, € bastante invasiva (SOLANO-GALLEGO, 2009; MARTINEZ
et al., 2011). Neste ponto a analise de cerume parece ser bem promissora (BELINCHON-
LORENZO et al., 2016), mas ainda carece de mais estudos.

Os resultados observados neste trabalho permitem analisar a importadncia da
escolha correta do tipo de amostra para analise via PCR em tempo real; contudo, de
acordo com MARTINEZ et al. (2011), amostras de sangue sao o6timas para avaliar a

resposta da infecgao ao tratamento em animais doentes.
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6.1. Perfil dos Animais domiciliados na cidade

Como pode-se observar, os caes domiciliados no municipio de Foz do Iguagu sao
principalmente animais adotados, com idade de 0 a 6 meses ou de idade desconhecida,
provenientes deste mesmo municipio e que nao possuem coleira repelente para o
“‘mosquito” palha ou n&o foi vacinado para leishmaniose. Esses animais na sua maioria
vivem em ambiente de patio misto e tém acesso a patio externo. Quando presente alguma
arvore frutifera, na maioria das vezes essa € uma arvore de manga ou jabuticaba e
quando dividem residéncia com algum outro animal esse é geralmente um gato. Quanto
ao perfil dos donos, esses sao geralmente pessoas com ensino médio completo, que
residem em casas com até 2 criangas e que ja convivem com o animal adotado, por um
periodo que varia entre 7 e 24 meses. Os donos na sua maioria ndo conhecem o
mosquito palha e n&do avistaram o mosquito.

FREITAS et al. (2011) avaliaram caes domiciliados em duas regides do municipio
de Fortaleza, Ceara, Brasil. Os autores compararam as diferengas socioeconémicas entre
regides de alta e baixa ocorréncia de Leishmaniose Visceral neste municipio, SER V
(Sécio Econbmica Regiao 5) e SER |lll, respectivamente. Em SERIIl os autores
observaram que a maioria dos domicilios possui apenas um céo, 0os quais vivem dentro
do domicilio e sdo animais de companhia. Além disso, nessa regido o tipo de residéncia é
predominantemente apartamento, as residéncias ndo possuem criangas, os moradores
possuem nivel superior e tém renda familiar superior a trés salarios minimos. Em SER V
predominam casas com criangas, moradores com nivel de escolaridade
Fundamental/Médio e que possuem renda igual ou menor que trés salarios minimos.
Além disso, os autores também observaram que em relagdo a SER V a populagédo de
SERIII tem mais conhecimento sobre a sintomatologia da Leishmaniose Canina e da
forma de transmissao da doenca.

MASSIA et al. (2016) analisaram caracteristicas socioambientais de trés bairros de
Uruguaiana, Rio Grande do Sul, Brasil, que apresentaram altos indices de LVC. Esses
autores observaram que nos trés bairros avaliados a maioria das pessoas avaliadas
residem em casas com patio cercado e que em mais da metade dos domicilios vivem
mais de trés pessoas e ha a presenga de criangas. Também se verificou que mais de 80%
da populagao avaliada ja havia escutado falar sobre a LVC, inclusive de que se tratava de
doenca transmissivel. Além disso, os autores observaram que em dois dos bairros

analisados a maior parte da populagdo sabe que a doenca é transmissivel. Com relacao
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as medidas de controle, mais de 70% dos entrevistados nos trés bairros responderam nao
ter disponibilidade financeira para adquirir a coleira repelente do vetor. Entretanto, grande
parte declarou ser capaz de realizar a limpeza dos quintais de suas residéncias. Esses
autores também avaliaram a quantidade de caes por domicilio e encontraram meédia de

1,53 animais por domicilio.

6.2. Regressao logistica dos dados ambientais

A partir dos presentes resultados da regressao logistica binaria, foi possivel
observar como fatores de risco para resultado positivo de Leishmaniose pelo teste TR
DPP® com confirmacgéo do teste ELISA a permanéncia do animal por mais tempo em
areas externas e concomitante ao fato, a area em que o céo habita por ndo ser cercada
sao fatores preditores para contrair a zoonose. Estes fatores permitem a circulagdo do
cao em outros ambientes n&o protegidos que sejam propicias para o desenvolvimento do
vetor. Outro ponto é que o cao pode atrair e interagir com animais errantes positivados ou
até mesmo, com outras espécies silvestres que sado portadores do protozoario,
aumentando assim, o risco de transmissao. Segundo LIMA et al. (2008) as caracteristicas
propicias para Lu. longipalpis ou de Lu. cruzi sédo as regides rochosas com ou sem gruta,
matas de encostas e areas antropicas proximas a esses ecossistemas.

No municipio de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil, ALMEIDA et al. (2012) encontraram
como fatores de risco para o resultado positivo para LVC por IFAT a fungdo de guarda
dos animais, acesso livre a rua, e o fato de viverem na parte exterior da casa, com riscos
de 1,78, 1.89 e 3.19 maiores do que 0s animais que nao apresentam essas
caracteristicas, respectivamente. Interessante notar que todos esses sao fatores que
expdéem o animal por mais tempo ao ambiente externo, o que vai de encontro aos
resultados obtidos no presente trabalho. CORTEZ et al. (2012), ao avaliar cdes em
diversas regides de Portugal, encontraram como fatores de risco para resultado positivo
para leishmaniose canina por teste de aglutinacao direta o fato de os animais passarem a
maior parte do tempo em ambiente externo, idade maior que dois anos, morar no interior
do pais e auséncia de pelos longos. CURA-VITAL et al. (2013), ao realizarem o
diagndstico para LVC por PCR-RFLP (reacdo de cadeia polimerase — polimorfismo de
fragmentos de restricdo) em amostras de sangue, encontraram como fatores de risco a
ocorréncia de um caso anterior de LVC na mesma residéncia e também a falta de

‘reboco” nas paredes. Esses pontos corroboram os dados observados neste trabalho e
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demonstram que um dos principais fatores de risco para a ocorréncia de diagndstico
positivo para Leishmaniose, independentemente da técnica utilizada, € a exposi¢cao de
cdes a ambientes externos. Embora esse fator ndo tenha sido avaliado no presente
trabalho, a ocorréncia de animais contaminados na redondeza também parece ter um
papel importante na epidemiologia da doenca.

O estudo também revelou que o reconhecimento do “mosquito” palha pelo tutor é
um fator protetivo para o animal, assim, seu nivel de conhecimento sobre a matéria ajudar
na prevencao da transmissdo. Segundo LIMA et al. (2010), a percep¢ao ambiental de
zoonoses passa por uma ampliagao do entendimento sobre a matéria, contribuindo para o
processo em que a comunidade desenvolva habilidade de resolver seus problemas de
saude intensificando sua prépria participacao.

Em relagao a fator preditora associada aos animais positivados via PCR em tempo
real relacionou-se apenas a uma variavel que corresponde o local de permanéncia do cao
em area externa.

A partir da curva ROC, é possivel observar que o modelo de regresséao logistica
binaria prevé aproximadamente 84.57% dos fatores associados aos resultados positivos
do teste TR DPP®e ELISA O modelo apresentou sensibilidade de 0,9934 o que indica que
o0 modelo prevé corretamente 99,34% dos animais que irdo apresentar resultado positivo,
e uma especificidade de 0,05 o que demonstra que ele identifica corretamente 5% dos
animais que irdo apresentar o teste TR DPP® negativo. Para o teste de PCR o modelo
apresentou AUC de 0,6734, ou seja, ele consegue prever aproximadamente 67,34% dos
fatores associados ao resultado positivo no PCR. A sensibilidade nula (0%) e a
especificidade igual a 100% indicam que ele consegue identificar de forma excelente os
caes que possam ter resultado negativo, mas mostra-se totalmente ineficaz para
identificar caes que possam ter resultado positivo. Esse resultado provavelmente ocorreu
devido ao fato de que a variavel tempo de permanéncia na area externa apresentou
associacdo com PCR positivo para leishmania. Com isso, apenas ela foi utilizada no

modelo, sendo insuficiente para identificar os animais com resultado positivo.
6.3. Modelo associagao climatica
A regiao de Foz do Iguagu e a Triplice Fronteira brasileira possuem um clima

subtropical umido mesotérmico e esta situado a uma altitude aproximada de 190 metros,

apresentando uma das maiores amplitudes térmicas anuais do estado, valor aproximado
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de 10°C de diferenga média entre o inverno e o veréo, devido a uma menor influéncia da
maritimidade; consequentemente, os verdes costumam ser muito quentes, com maximas
médias chegando aos 33°C, podendo superar a marca dos 40°C em alguns anos. Os
periodos mais quentes situam-se entre novembro a fevereiro e a precipitagdo anual varia
em torno dos 1.800 mm (SACHT et al., 2020). Estas condi¢des climaticas favoraveis,
como temperatura e umidade elevada, associadas as caracteristicas ambientais de
cobertura vegetal com predominio de arvores frutiferas, associado a caracteristicas de
urbanizagdo com crescimento nao planejado — com consequente acumulo da matéria
organica - pode favorecer a ocorréncia e transmissao de doengas pela presenca dos
vetores (SILVA et al., 2016).

Os modelos de adequabilidade ambiental mostraram-se bons instrumentos para
testar as condigdes ambientais favoraveis a ocorréncia de LVC. Como pdde-se observar,
as areas de adequabilidade ambiental para as duas metodologias de diagnédstico testadas
se sobrepdem, o que indica a efetividade das duas metodologias de diagnéstico para a
construgdo dos modelos. Os modelos de probabilidade de ocorréncia de LVC também
demonstram uma distribuicdo de probabilidades semelhantes para as duas metodologias
de diagnéstico testadas e € possivel observar que as areas de adequabilidade ambiental
e de potencial de ocorréncia se sobrepéem. Um ponto interessante de ser observado é
que, quando testes que captaram uma maior quantidade de casos positivos para o teste
rapido (TR DPP®) com a confirmagdo por ELISA sdo utilizados, observa-se areas de
potencial de ocorréncia ligeiramente menor (184 Km?), enquanto que quando se utilizou
dados dos exames de PCR em tempo real, que apresentou menor quantidade de animais
positivos, o tamanho da area (216 Km?) com potencial ocorréncia elevado é maior.

Os locais do municipio com maior potencial de ocorréncia para LVC apresentam
grande parte das variaveis relacionadas a temperatura e a precipitacdo (umidade)
maiores do que as observadas em locais de potencial reduzido. A alta precipitacéo e
umidade sado condi¢gdes que favorecem a flebotomineos e sua ocorréncia geralmente
aumenta apds periodos chuvosos (REZENDE et al., 2016; SOUZA et al., 2004,
MICHALSKY et al., 2009); isso provavelmente ocorre devido ao desenvolvimento larval
deste inseto ocorrer principalmente em microambientes com alta umidade, grande
quantidade de matéria organica e protegidos da luz, como embaixo de troncos caidos,
entre raizes de arvores, no solo acumulado embaixo de rochas ou em rachaduras de
tanques de agua depositados sobre o solo (ALENCAR et al., 2011; SANGIORGI et al.,
2012; HANSON, 1961). Conforme revisado por SANTOS (2019), a temperatura € outro
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fator importante, ela favorece a atividade dos insetos, o que pode aumentar o niumero de
repastos sanguineos e elevar a carga parasitaria nos vetores, aumentando
consequentemente a infectividade.

Os estudos que utilizam modelagem bioclimatica para prever a distribuicao de LVC
ainda sao escassos, porém, esse tipo de trabalho ja € um pouco mais difundido para
prever a distribuicdo de vetores e também da leishmaniose visceral humana.
OLIVEIRA et al. (2018) utilizaram os algoritmos BIOCLIM, MaxEnt, RandomForests e
Support Vector Machines para gerar um modelo de nicho ecolégico multiescala, baseado
em variaveis climaticas e de habitat, para prever a distribuicdo espacial de Lutzomyia
cruzi. Os autores encontraram como areas mais favoraveis a ocorréncia desse vetor os
estados do Mato Grosso do Sul e Mato Grosso. ANDRADE-FILHO et al. (2017) utilizaram
dados do SISAN/MS, dados climaticos e dados ambientais, juntamente com o algoritmo
MaxEnt, para produzir mapas de probabilidade de ocorréncia de Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi no Brasil. Os autores concluiram que precipitacdo anual, temperatura
diaria e precipitacdo do trimestre mais quente como sendo as variaveis de maior
contribuicdo para o modelo. Eles observaram que a maior probabilidade de ocorréncia
desses vetores se da em uma area que se estende da regido nordeste até parte da regiao
sudeste. Com base no regime climatico termo-hidrolégico, NIETO et al. (2006), utilizaram
o método GARP (Genetic Algorithm for Rule-set Production) e analisaram a distribuicédo e
o risco potencial de LVH no estado da Bahia. O sistema Lutzomyia longipalpis-
Leishmania infantum/chagasi, e os registros de prevaléncia da LVH na Bahia mostraram
estar relacionados aos principais mapas de zonas ecoldgicas. As diferentes classificagbes
de prevaléncia (alta, média e baixa) coincidem com as areas previstas no modelo de
nicho ecolégico GARP. Os resultados também demonstraram que o clima e o regime
termo-hidrolégico sdo determinantes chave do potencial de risco para Leishmaniose
Visceral Humana neste estado. ALMEIDA et al. (2013) produziram modelos de nicho
ecoldgico para Lutzomyia longipalpis e de casos de Leishmaniose Visceral Humana. A
sazonalidade da temperatura e a precipitacdo média anual foram as variaveis que mais
influenciaram esses modelos. Além disso, ocorreu uma grande sobreposi¢cdo entre os
modelos de distribuicdo de Lutzomyia longipalpis e os modelos para casos de
leishmaniose visceral humana. A area de sobreposi¢céo inclui grande parte dos municipios
onde ocorreu transmissao intensa de LVH e varios municipios do sudeste do Mato Grosso

do Sul que sao vulneraveis a transmissao desta doenca.
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Como o cédo € um importante reservatério para Leishmania infanfum em areas
urbanas, casos de LVH sao geralmente precedidos de um aumento no numero de casos
de LVC (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Por este motivo, modelos de probabilidade de
ocorréncia de LVC indicam areas com maior risco potencial para a ocorréncia de
Leishmaniose em humanos. A detecgédo de tais regides pode auxiliar as autoridades de
saude a planejar as medidas de vigilancia e controle da leishmaniose, produzindo
estratégias mais assertivas, que resultam em economia de recursos e na redugao da
circulagao dos patdégenos e dos vetores.

Medidas de controle para LVC passam por um diagndstico e por um mapeamento
adequado de regides que apresentam alto risco para o desenvolvimento da doenga. Com
a tecnologia disponivel atualmente, para obtermos um diagnéstico assertivo devemos nos
valer de mais de uma técnica e a PCR em tempo real € uma importante ferramenta nesse
processo. Quando consideramos a PCR para o diagndstico qualitativo o tecido a ser
analisado deve ser levado em consideracao devido a variagao na sensibilidade de técnica
de acordo com o tecido analisado. Muitas vezes um diagndstico adequado tem um custo
elevado e por este motivo o mapeamento tanto de fatores de risco como de areas com
maior potencial de ocorréncia sdo de grande importancia pois pode resultar em economia
de recursos e maior eficiéncia nos programas de monitoramento e controle desta

Zoonose.
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7. CONCLUSAO

As analises estatisticas dos resultados sorolégicos em relagdo ao PCR em tempo
real mostraram que os resultados ndo apresentaram concordancia. E importante pontuar
que nao foram possiveis de realizar uma conclusao assertiva em relagao a sensibilidade e
especificidade entre as duas metodologias (sorologicas e molecular).

Foi mostrado que a permanéncia do animal em area externa aumenta as chances
de ocorréncia da enfermidade. Outros fatores como grau de escolaridade dos tutores,
namero de pessoas (adultos e criangas) na residéncia, idade do animal, tempo de
residéncia do animal, procedéncia do animal, nimero de caes na residéncia, uso de
coleira repelente ao vetor, presenca de arvores frutiferas, tipo de ambiente doméstico e
presenca de material organico exposto (dentro/fora) ndo corroboraram com a presenca da
LVC.

Os mapas de adequabilidade ambiental mostraram que a cidade (Foz do Iguagu)
possui um alto potencial para a expansdo da zoonose, reunindo condicbes ambientais
favoraveis para o vetor. Este estudo georreferenciado ora desenvolvido mostrou nao
somente o panorama da enfermidade no municipio, mas espera-se que contribua também
para estudos adicionais sobre o impacto e a ocorréncia da leishmaniose, tanto em
animais quando em humanos, que devem nortear as agdes publicas para o enfrentamento

do severo panorama da leishmaniose visceral na regiao da Triplice Fronteira.
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APENDICES

Apéndice A — Requerimento de autorizagao para uso de amostras do banco de soro
sanguineo, de caes analisados para leishmaniose visceral canina, do Programa de
Controle de Zoonoses, do Centro de Controle de Zoonoses de Foz do Iguagu, bem

como informagoes sobre os resultados destes exames (teste rapido e ELISA)

Excelentissimo senhor Prefeito Municipal de Foz do Iguagu — PR
[ 1DEFERIDO

[ ]INDEFERIDO

Nome:

Data de Nascimento: Nacionalidade:

CNPJ / CPF- RG:

Estado Civil: Profisséo:

Endereco: No.

Bairro: CEP:

Telefone: (45) Inscri¢ao Imobiliaria:

Cidade: Foz do Iguacu

Abaixo assinado, vem mui respeitosamente a Vossa Exceléncia, REQUERER o que
segue:

Autorizagao para uso de amostras do banco de soro sanguineo de caes analisados para
leishmaniose visceral canina do Programa de Controle de Zoonoses do Centro de
Controle de Zoonoses de Foz do Iguagu, bem como informagdes sobre os resultados
destes exames (teste rapido e ELISA). A principio, serdo utilizadas todas as amostras

disponiveis, quer sejam desde os anos de 2014/2015 até 2019.

Pelo seguinte motivo:
Realizagdo de Dissertagao de Mestrado no Programa de Pd6s-Graduacgao stricto sensu
em Biociéncias (PPG-BC), ofertado pela Universidade Federal da Integracdo Latino-

Americana (UNILA), tendo orientagao do Professor Dr. Flavio Luiz Tavares.
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O objetivo da utilizagdo das amostras em questao € validar o teste para Leishmania sp e
L. Infantum elaborado pelo Institudo da Biologia Molecular do Parana (IBMP), junto ao
laboratéorio do Centro de Medicina Tropical (CMT), utilizando a técnica de biologia
molecular (qQPCR / PCC-Real Time) através da molécula de fluorescéncia (Sybr Green™)
e TagMan ja adquirida pelo CMT, comparando os resultados obtidos pelas técnicas
soroldgicas empregadas atualmente pelo setor publico oficial.

Termo em que,

Pede e aguarda Deferimento,

Foz do Iguacgu, 05 de abril de 2018.

Assinatura
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ANEXOS

Anexo A - Termo de compromisso para estagio

Termo de Compromisso para Estagio que entre sicelebram FUNDAGCAO DE SAUDE
ITAIGUAPY, pessoa juridica de direito privado, com sede em Foz do Iguagu, na Avenida
Gramado, 580 — Vila “A”, inscrita no CGC/MFsobo n.°00.304.148/0001-10, neste ato
representado por seus Procuradores, respectivamente Senhora
MARINEZBURTETMARTINS E ROBSON MICHAEL DELAI doravante denominados,
simplesmente, CONCEDENTES de ALAN YEUN LAW, brasileiro (a),portador (a) do RG
4.719.273-0, residente e domiciliado a Rua Olivio Mazzarolo, 166, — cidade Foz do Iguagu
— PR, doravante denominado ESTAGIARIO (a), nas clausulas e condicdes que obrigam
as partes, nos termos a seguir:

O ESTAGIARIO, obriga-se:

1. Atingir aproveitamento e rendimento compativeis com a natureza da pesquisa do
Trabalho de Concluséo de Curso;

2. Obedecer ao horario estipulado para a realizagdo do TCC; fixado das quintas,
sextas e sabados no periodo matutino e vespertino, com intervalos néo
ultrapassando seis horas diarias.

3. Usar o cracha de identificacdo, nas dependéncias do Hospital, que devera ser
recebido e devolvido diariamente ao orientador interno no Setor de Recursos
Humanos. O ndo uso do cracha impossibilitara a entrada e/ou permanéncia do
estudante na Instituigao.

4. Zelar pelas instalagbes, equipamentos, moveis e materiais da FUNDACAO,
responsabilizando-se por eventuais perdas e danos;

5. utilizar, obrigatoriamente, luvas de procedimentos descartaveis, mascara
descartavel, avental e pro pé descartavel, devendo o0s materiais serem
providenciados pelo ESTAGIARIO;

6. mobilizar recursos necessarios para realizagao do Trabalho e estagio objeto deste
instrumento;

7. e demais materiais necessarios.

O periodo do Trabalho de Conclusao de Curso sera de: junho de 20184 julho de 2019,
nas dependéncias desta fundagéao, sujeitando-se ao cancelamento mediante as seguintes
ocorréncias:

A seu termo;

m Por comunicacao de qualquer das partes, com antecedéncia minima de cinco dias;
m Por desligamento da unidade de ensino;

m Por auséncias imotivadas ou injustificadas por periodo superior a trés dias.

ACONCEDENTE disponibilizara dados necessarios as atividades da aprendizagem
profissional. O estagio de que trata este instrumento atende ao que dispde a lei especifica
e nao acarretara vinculo empregaticio de qualquer natureza.

Fica eleito o foro da Comarca de Foz do Iguagu, para dirimir quaisquer duvidas que por
ventura surjam em decorréncia do presente instrumento.

E, por assim estar em justos e acordados quanto ao Termo de Compromisso aqui
avencgado, firmam o presente em duas vias, em unico teor, para fins e efeitos legais.

Foz do Iguagu, 11 de junho de 2018.



FUNDAGAO DE SAUDE ITAIGUAPY

MARINEZ BURTET MARTINS
GESTAO DE PESSOAS

(ALAN YEUNG LAW)
ESTAGIARIO

ROBSON MICHAEL DELAI
LABORATORIO DE BIO. MOLECULAR

(FLAVIO LUIZ TAVARES)
ORIENTADOR DO PROJETO
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v ~ SINAIS CLIN!COS DE DOENCA APRESENTADDS

0O Nenhum sinal Linfadenomegalia Alopecia: Descamagao Lesoes ulceradas:

{J Perda de peso discreta 1 Focinho furfuracea: O Focinhe

O Caquexia O Linfadenomegalia 0O Ao reder do [ Focinhe D Ao recor do

O Atrofia de massa aceniuada olhos 0 Ao redor do clhos olhos

muscular da cabega [ Esplehomegaiia O Orelhas 0 Orelhas O Orethas

O Ceratite [l Onicogrifose 0 Abdomen 0 Abdomen . [ Abdémen \

[ Conjuntivite discrete [0 Dorso ] Dorso 0 Dorso

[ Uveite O Onicogrifose 0 Membros O Membros O Mernbros

1 Epistaxe acenivada O Generalizada O Generalizada [ Generglizada l
3 Outro locat: D Outro local: O Cutro Jocal: l

1E’DU?TUS‘5‘M3?3 clinicos:

1

Data do inicio dos primeiros sinais clinicos: / /
Fez tratamento. O sim [0 Nao
Observacdes sobre 0 quadro clinico do animal ou outras informacoes pertinentes:

|
SO o
De acordo com a Nota Técnica Conjunta ne 011’2011 - CGDT - CGLAB!DEVIT;'SVSFMS (Ministério da

Saude), o TR DPP® LVC Bm-Mangumhos é utilizado como teste de triagem, ¢ @ ELISA, como teste
confirmatorio. .

De acordo com 3 mesma NT, somente © resultado reagente dgve ser submetido ao teste ELISA,
para confi irmagao

whan wasseparsianoirs PREENCHIMENTO EXCLUS!VO po ccZ™

Vi — RESULTADOS

e
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Responsavel Comunicagéo do Respanséve: pe.a

e e

|  Resuliado Data ] Destinataric
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! i |

N 0 Email _ / | o MV requisitente
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| ONegativo _ {Onegative L ! DNegaUvn Lk | ONegativo__J ! |DNegalivo__/ !

Vvil. OBSERVACC BES (Preenchimento pelo CCZ)
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Anexo C - Termo de consentimento de uso de amostras e de informagodes

TERMO DE CONSENTIMENTO DE USO DE AMOSTRAS E DE INFORMAGOES

Titulo da Pesquisa;Estudo da Leishmaniose Visceral Canina na Triplice Fronteira:
Atualizagoes Epidemiologicas e Saude Ambiental
Coordenador do Projeto: Prof. Dr. Flavio Tavares (UNILA) — Contato: 30

1. Responsavel/Tu
Nome WA /
Endereco

Bairro/Quadr./Quart.

Telefone

Declaro que permito a participagdo do meu cao na pesquisa denominada “Estudo da
Leishmaniose Visceral Canina na Triplice Fronteira Brasileira: Atualizacdes Epidemioldgicas e
Satde Ambiental”. A participagdo do meu cao sera feita através da doagdo, com minha devida
permissao, de uma pequena aliquota de sangue total (1,0 mL) para analise da presenca do
parasita Leishmania infantum em tal amostra. Declaro também consentir o uso das
informagoes constantes no formulario especifico do projeto, que foram por mim respondidas.

Fui devidamente informado que posso retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem precisar justificar o motivo de tal recusa. Estou também ciente de que nao terei nenhum
tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada serda pago pela minha
aceitacao em ter uma amostra bioldgica do meu animal participando da mesma.

Estou informado de que meus dados e informagbes pessoais nao serao divulgados e
que os procedimentos adotados nesta pesquisa foram aprovados pelo Comité de Etica Animal
(CEUA) da UNILA (Protocolo 03/2018); tais procedimentos obedecem aos Principios Eticos na
Experimentacdo Animal segundo o Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA),
Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008 e a Lei Estadual 11.977, de 25 de agosto de
2008.

Foi assegurado a mim o devido acesso as informagoes e esclarecimentos adicionais
sobre esta pesquisa e seus desdobramentos, resultem estes em informagdes gerais e/ou
especificas que eu queira saber antes, durante e depois da participagao do meu animal neste
projeto de pesquisa.

Tendo eu sido orientado(a) quanto ao teor do projeto e compreendido a natureza e
objetivo deste estudo, manifesto pelo presente o meu livre consentimento para permitir a
utilizacao de amostra sanguinea do meu animal, bem como as respostas por mim fornecidas
nesta pesquisa.

o S [ pr2 Ul
Assinatura do proprietario/tutor do animal considerado na pesquisa

Nome(s) e assinaturas(s) do(s) pesquisador(es) responsavel(is)
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Anexo D — Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais da UNILA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRACAO LATINO-AMERICANA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — UNILA

Parecer da Relatoria

O projeto intitulado “Contribuigdes ao Estudo Molecular, Imunolégico e Epidemioldgico da
Leishmaniose Visceral Canina em Foz do Iguagu-PR” processo de numero 002/2018, sob
responsabilidade do professor Flavio Tavares, estd de acordo com as normas éticas estabelecidas

pela Lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei N° 11.794, de 8 de outubro de
2008).

Kelvinson F. Viana
CEUA-UNILA

Foz do Iguagu-PR
10/01/2019



Anexo E — Questionario: leishmaniose visceral canina e satide ambiental
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QUESTIONARIO: LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA E SAUDE AMBIENTAL

1. Dados do animal

USO EXCLUSIVO DO CCz
PROTOCOLO N°
DATA: [/

Nome

Raca

Sexo

Idade

2. Responsavel/Tutor

Nome

Endereco

Bairro

3. Grau de escolaridade do chefe familiar:
[ 11¢

[ 12¢

[ 1Superior

[ 1Pés-graduacao

4. NUmero de pessoas na residéncia:
[ 11
[12
[13
[ 14

5. NUmero de criancas na residéncia:
[ 11
[12
[13
[ 14

— —

— —

15
16
17
] Mais. Quantos?

15
16
17
] Mais. Quantos?



6. Numero de caes na residéncia:

[ 11 [ 15

[ 12 [ 16

[ 13 [17

[ 14 [ 1Mais. Quantos?

7. Local preferencial para o animal (no qual passa a maior parte do tempo):
[ 1 No interior da residéncia

[ 1No quintal (exterior)

[ 1 Mixto (interior e exterior)

[ 1Narua

[ 1Outros. Qual?

8. Local de procedéncia do animal:
[ 1Adocao de animal de rua

[ 1 Doacao de conhecidos

[ 1 Compra de criador certificado

[ 1Outros. Qual?

9. Local de nascimento/origem do animal:
[ 1Foz do Iguacu
[ 1Outros. Qual?

10. Utilizacao dos seguintes itens/produtos:
[ 1Coleira contra leishmaniose

[ 1Vacina contra leishmaniose

[ 1Outros. Qual?

11. Ambiente doméstico / Residencial:
[ ] Pateo cimentado

[ ] Pateo de chao

[ 1Pateo com cobertura vegetal

[ ] Pateo misto
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12. Presenca de arvores frutiferas no quintal:

[ 11 [ 15

[ 12 [ 16

[ 13 [ 17

[ 14 [ 1Mais. Quantos?

13. Presenca de espécies animais na residéncia/pateo:
] Gato

] Coelho

] Aves dométicas (galinhas/patos)

] Suino

] Equino

] Outros. Qual?

[
[
[
[
[
[

14. Vocé se lembra da presenca de terrenos desocupados ou baldios na vizinhanca /
proximidades?

[ 1Sim

[ 1Nao
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