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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas parasitarias de carater crbnico, que apresentam ampla
distribuicdo geogréfica, diversidade de agentes etioldgicos, podendo acometer seres humanos e animais. A
Leishmaniose Visceral (LV) é a forma mais grave dessa infeccdo e sua transmissdo vem se expandindo
para as areas urbanas. Nessa nova dindmica de transmissdo, o cdo tem sido considerado o principal
reservatorio doméstico. Programas de controle propdem a incorporacdo de areas de transmissao
esporadica nas acOes de vigilancia, visando evitar e minimizar a propagacdo da doenca. A proximidade
com area endémica e 0 ndo registro de investigacdo sistematica sobre a LV,fez com que o municipio de
Ouro Preto fosse tratado como se essa infeccdo ndo fosse prevalente. O objetivo desse trabalho foi
determinar os aspectos epidemioldgicos da leishmaniose visceral canina no municipio de Ouro Preto,
Minas Gerais. O estudo foi do tipo transversal amostral (n=726), realizado nos 13 distritos de Ouro Preto e
em trés localidades. A coleta das amostras caninas foi realizada no ano 2016, tendo como populagéo-alvo
os cdes domiciliados participantes da campanha de vacinagdo antirrabica. O material avaliado destes
animais foi o soro e o sangue total, coletados por punc¢do venosa. O diagnéstico da infec¢do por LV foi
realizado pelo método ELISA (Kit UFMG), ELISA (Kit Bio-Manguinhos), DPP® e gPCR-kDNA. O
estudo entomoldgico ocorreu durante um ano hidroldgico, correlacionando densidade vetorial aos fatores
climéaticos e a altitude. De modo geral, o inquérito amostral superou a frequéncia esperada de cées
avaliados. A definicdo da infeccdo canina por LV por diferentes métodos diagnosticos permitiu observar a
baixa concordancia dos métodos soroldgicos com o método molecular. Assumindo este como referéncia, o
método ELISA (kit Bio-maguinhos) apresentou 37,5% e 62,2% de sensibilidade e especificidade,
respectivamente. O mesmo método, porém de fabricante diferente (kit-UFMG), obteve o menor resultado
de sensibilidade (19,4%) e a maior especificidade (95,8%). O método imunocromatografico DPP®
também revelou comportamento similar, baixa sensibilidade (50%) e moderada especificidade (87,9%).
Os valores do Kappa ndo ultrapassaram 36,8%. A prevaléncia da LVC no municipio de Ouro Preto,
considerando a concordancia dos métodos sorolégicos DPP® e ELISA (Bio-manguinhos), foi de 1,93%.
No entanto, considerando o diagnoéstico molecular (QPCR-kDNA) a prevaléncia da infeccéo foi de 20,0%.
A espécie responsavel pela infeccdo dos cdes foi a Leishmania infantum. A prevaléncia da LVC variou
significativamente entre as areas avaliadas e o principal vetor da doenca, Lutzomyia longipalpis, foi
encontrado em dois distritos do municipio. Dessa forma, a existéncia de animais infectados e de vetores é

um alerta para o risco de transmissdo da doenca nessa regido.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina, Leishmania infantum, flebotomineos, soroepidemiologia,

diagnostico molecular.
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ABSTRACT

Leishmaniasis are a group of chronic parasitic diseases, which have wide geographical distribution,
diversity of etiological agents and that can affect humans and animals. Visceral Leishmaniasis (VL) is the
most severe form of this infection and its transmission has been expanding to urban areas. In this new
transmission dynamics, the dog has been considered the main domestic reservoir. Control programs
propose the incorporation of areas of sporadic transmission to surveillance actions, aiming at preventing
and minimizing the spread of the disease. The proximity to an endemic area and the lack of systematic
investigation of VL led the city of Ouro Preto to be deatt with as if this infection were not prevalent. The
purpose of this study was to determine the epidemiological aspects of canine visceral leishmaniasis in the
municipality of Ouro Preto. The study was a cross-sectional study (n = 726), conducted in 13 districts of
Ouro Preto and in three locations. The collection of canine samples was carried out in 2016, targeting the
population of domiciled dogs participating in the rabies vaccination campaign. The evaluated samples
from these animals was serum and whole blood, collected by venipuncture. The diagnosis of VL infection
was performed by ELISA (UFMG Kit), ELISA (Bio-Manguinhos Kit), DPP® and qPCR-kDNA method.
The entomological study took place during a hydrological year, correlating vector density with climatic
factors and altitude. Overall, the sample survey exceeded the expected number of dogs evaluated. The
definition of canine LV infection by different diagnostic methods allowed to observe the low agreement of
serological methods with the molecular method. Assuming this as a reference, the ELISA method (Bio-
maguinhos kit) presented 37.5% and 62.2% of sensitivity and specificity, respectively. The same method,
but from a different manufacturer (kit-UFMG) obtained the lowest sensitivity result (19.4%) and the
highest specificity (95.8%). The DPP® chromatographic method also revealed similar behavior, low
sensitivity (50%) and moderate specificity (87.9%). Kappa values did not exceed 36.8%. The prevalence
of CVL in the municipality of Ouro Preto, considering the agreement of the DPP® and ELISA (Bio-
manguinhos) serological methods was 1.93%. However, considering the molecular diagnosis (QPCR-
kDNA) the prevalence of infection was 20,0%. The species implicaled in dog infection was Leishmania
infantum. The prevalence of CVL varied significantly between the evaluated areas and the main vector of
the disease, Lutzomyia longipalpis, was found in two districts of the municipality. Thus, the existence of

infected animals and vectors is a warning for the risk of disease transmission in this region.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, serological tests, molecular diagnostics, infected dogs and L.

infantum.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas infecto-parasitarias negligenciadas, de distribuicdo
tropical e que apresentam poucas opcdes terapéuticas (WHO, 2018). Sdo provocadas por protozoarios do
género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (Rossi, 1903), sendo transmitidas ao homem e a
outros hospedeiros mamiferos através da picada de fémeas de flebotomineos. Essa € uma infec¢do que
apresenta condices clinicas variaveis, gracas a diversidade de patogenicidade e viruléncia das espécies de
parasitos, a diversidade na densidade de vetores e gracas a diversidade de resposta dos reservatérios a
infeccdo (Young & Lawyer 1987, Ashford 1992).

A leishmaniose visceral (LV) é a forma clinica mais grave dentre as leishmanioses, sendo essa de
evolugéo crbnica, com acometimento sistémico e com alta letalidade quando néo tratada (WHO, 2018). O
Brasil é o pais da América Latina que mais notifica casos humanos, sendo estes ja registrados em 26 dos
27 estados brasileiros (Reis et al. 2017; OPAS/OMS, 2018; Prestes-Carneiro el al., 2019). O crescente
registro de casos e a expansdo da doenga demostram a baixa efetividade das medidas de controle
realizadas no pais (Palatnik-de-Sousa et al. 2001; Werneck, 2016; Zuben et al. 2016).

O evento da doenga em uma area depende basicamente da presenca do vetor susceptivel e de um
reservatorio, mamifero, igualmente susceptivel (Gontijo, 2014). Assim, medidas de vigilancia e controle
da LV segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2006) sdo embasadas no diagnostico e tratamento dos
casos humanos, identificagdo e eliminacdo dos reservatérios domésticos (cdo doméstico), controle
vetorial, educagdo em salde e manejo ambiental. De acordo com as recomendag¢fes do Ministério da
Saude, as agOes de vigilancia ndo devem se restringir somente as areas endémicas. O monitoramento de
areas de transmissdo esporadicas também deveria ser contemplado, sendo essas areas também submetidas
as medidas de prevencdo, planejamento e controle. A presenca de reservatorio canino € um indicador do
possivel risco para infecgdo humana, sendo capaz de também trazer informagfes sobre as espécies de
Leishmania spp. circulantes na regido. A identificacdo da fauna flebotominica permite determinar a
presenca de vetores potenciais e a forca de infeccdo na regido em estudo. Essas a¢Bes sdo indicadas para
municipios em risco ou mesmo para aqueles que ndo apresentam registros de casos humanos de LV
(Brasil, 2006).

O cdo ocupa posicdo de destaque no ciclo da doenca, tendo importancia epidemioldgica na
transmissdo urbana, sendo caracterizado como reservatério doméstico. A prevaléncia da LV canina
geralmente precede ou até mesmo se apresenta concomitante aos casos humanos, onde um percentual
maior ou igual a 2% de animais infectados direciona para a necessidade de investigacdo censitaria como

uma das medidas de controle da doenca (Palatnik-de-Sousa et al. 2001; Brasil, 2006; Alves et al. 2006;
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Belo et al. 2013; Socool et al. 2017). No Brasil, a LV é causada pelo protozoario Leishmania infantum e é
transmitida por flebotomineos do género Lutzomyia (Peterson & Shaw, 2003; Romero & Boelart, 2010).

Tendo o objetivo de conter a transmisséo e diminuir a morbidade e letalidade da LV, o programa de
vigilancia e controle (PVC-LV) determina a eliminac&o do reservatorio canino, a detec¢do e tratamento de
casos humanos e a identificacdo/combate aos vetores (Brasil, 2006). A identificacdo do cdo infectado
depende de métodos acurados, sendo sua identificacdo primordial para determinacéo das areas com risco
de transmissdo (Coura-Vital et al. 2014). Entretanto, falhas dos métodos soroldgicos subestimam a
prevaléncia da infeccdo canina, fazendo com que animais indeterminados ou falsos negativos permanecam
na area e mantenham o ciclo de transmissdo da LV (Coura-Vital et al., 2011; Grimaldi et al., 2012; Lopes
et al., 2017). Atualmente, o algoritmo para diagnéstico canino para LV é o teste répido
imunocromatografico “Dual-Path Platalform” (DPP®) utilizado como método de triagem, e o teste
imunoenzimatico (ELISA EIE®) como confirmatério (Brasil, 2011).

Considerando tudo o que foi mencionado anteriormente somado as caracteristicas apresentadas pelo
municipio de Ouro Preto (proximidade com &rea endémica, registros esporadicos de casos humanos e a
auséncia de registro de investigagdo sistematica sobre a LV), fizeram com que a busca sobre aspectos
epidemioldgicos sobre a LV nessa regido fosse imprescindivel. Dessa forma, esse trabalho estudou os
aspectos epidemiolégicos da LVC no municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, promovendo o0
conhecimento dos elos de transmissao e resultando em dados capazes de nortear as acdes de salde e a

vigilancia dessa zoonose.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 — As leishmanioses

Doenca de elevada prevaléncia em regibes tropicais e subtropicais do mundo, as leishmanioses
sdo um grupo de infec¢bes de transmissdo vetorial, de patogenicidade variada e com alteragdes clinicas
bem distintas entre si. Segundo a OMS, sdo doencas negligenciadas, reemergentes e sem controle. Podem
acometer pele, mucosas e visceras, parasitando tanto o homem quanto animais. Enfermidade presente em
98 paises com uma estimativa de 350 milhdes de pessoas em risco. Estima-se uma incidéncia de 1,3
milhdes anualmente, sendo que 20.000 a 30.000 pessoas venham a 6bito por essa infeccao (WHO, 2017).

As leishmanioses sdo ocasionadas pelo protozoario do género Leishmania, ordem Kinetoplastida,
familia Trypanossomatide (Ross, 1903). Este é um parasita digenético, que em mamiferos assume a
forma amastigota, sendo essa capaz de multiplicar-se em células do sistema monocitico fagocitario, e em
invertebrados, apresenta a forma promastigota que estd presente no meio extracelular, na luz do trato
digestivo (Palatnik-de-Sousa Day, 2011).

A transmissao das leishmanioses é realizada por fémeas de dipteros hemat6fagos pertencentes a
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. A especificidade entre as espécies de Leishmania e o
hospedeiro invertebrado é variavel (Gontijo & Melo 2004).

As formas clinicas da leishmaniose nos seres humanos podem ser divididas em grupos: a
leishmaniose cutanea, onde ocorre o aparecimento de ulcerages na pele; a leishmaniose cutdneo-mucosa,
gue promove também lesdes nas mucosas do paciente; a leishmaniose cutanea difusa, que gera lesdes
nodulares ndo ulcerativas disseminadas em todo o corpo e a leishmaniose visceral (LV), sendo essa a
forma mais grave, por apresentar acometimento das visceras (bago, figado e linfonodos), que pode evoluir
para o 6bito quando néo tratada (Bern et al., 2008; WHO, 2017).

O Brasil é o pais das Américas que mais notifica a ocorréncia das leishmanioses, sendo a regido
Sudeste a segunda maior em registros e 0 estado de Minas Gerais 0 que mais contribui com o registro de
casos na regido (Brasil, 2006; Alvar et al., 2012).

Observando o padréo de transmissdo das leishmanioses no Brasil, pode-se afirmar que este vem
adquirido carater urbano, periurbano, emergente e reemergente (Werneck, 2008). Essa expansédo levou
ao surgimento de novos focos de transmisséo e reativacdo em areas previamente controladas
(Barata et al. 2013). A diversidade de agentes etiolégicos, hospedeiros, reservatérios e vetores
caracteriza a complexidade dessa zoonose com implicacdo na identificacdo de medidas mais efetivas ao
cambate dessa doenca (Costa, 2005; Curti, 2009). O sucesso da transmissdo ndo depende apenas da

5
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interacdo entre os elos do ciclo de vida do agente etioldgico, mas é influenciado também pelas condi¢des
ambientais como aspectos climaticos, geogréficos, ecoldgicos. Somados ao processo desordenado da
ocupacdo humana e condigdes sociais, 0 conjunto desses elementos pode contribuir para o maior risco de
infeccdo (Altizer et al., 2013; Campbell-Lendrum et al.; 2015, Menezes et al., 2016, Abrantes et al, 2018;
Faria et al. 2019).

1.2 — A leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) é uma enfermidade sistémica, de evolucéo cronica e grave, com
poucas opcdes terapéuticas e de alta letalidade quando ndo tratada (WHO, 2018). O Brasil é um dos seis
paises com maior registro de casos humanos, o que demonstra a complexidade do controle e baixa
efetividade das medidas utilizadas na contencdo dessa zoonose no pais (Palatnik-de-Sousa et al. 2001;
Zuben et al. 2016). A partir da década de 1980, a LV perde sua caracteristica de doenca rural e sua
transmisséo no ambiente urbano ganha destaque (Werneck et al., 2008; Marcondes & Rossi, 2013).

Impedir a transmissdo, diminuir a morbidade e letalidade sdo medidas defendidas pelo programa
brasileiro de vigilancia e controle da LV (Brasil, 2006). Esse programa institui medidas que integram a
identificacdo/eliminagdo dos reservatorios domesticos, a deteccdo/tratamento de casos humanos e
identificacdo/combate aos vetores. Desde entdo, a efetividade dessas a¢des de controle € questionada, pois
é crescente 0 nimero de casos da doenca, principalmente na &rea urbana (Alvar et al. 2012). Segundo
dados do Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN) (2017) a transmisséo autdctone da
LV ja foi registrada em 26 estados brasileiros.

O cdo ocupa posicdo de destaque na epidemiologia da LV, sendo caracterizado como um
importante reservatorio doméstico uma vez que a ocorréncia de casos caninos geralmente antecede o
desenvolvimento de casos humanos (Palatnik-de-Sousa et al., 2001; Margonari et al., 2006; Lopes et al.,
2010; Belo et al., 2013; Socool et al., 2017). A busca de cées infectados, seja por inquérito amostral ou
censitério, € uma das principais ferramentas para o conhecimento ou monitoramento da transmissdo da
doenca.

Além da investigacdo do reservatoério canino, o levantamento da fauna flebotominica também faz
parte do entendimento da dindmica de transmissdo da LV. Na pesquisa da fauna é possivel obter
informagdes quantitativas, qualitativas e sazonais sobre os flebotomineos transmissores de determinada
regido e, assim, esclarecer os pontos da interacdo do parasita, vetor e reservatorio.

O entendimento do padrdo de transmissdao da LV é uma conjuncdo de fatores que ndo estdo

restritos somente a investigacao do reservatorio doméstico e da fauna flebotominica. No entanto, diante da
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ressignificagdo do cdo como integrante da familia e da alta competéncia de adaptagdo dos flebotomineos,
em especial da espécie Lu. longipalpis, esses passam a ser pontos fundamentais de pesquisa em qualquer
localidade (Brasil, 2006; Andrade et al. 2012). Segundo Borges et al. (2009), em estudo realizado no
municipio de Belo Horizonte, moradores que possuem cdo em suas residéncias tém aumento no risco de
contrairem LV de 1,87 vezes, enquanto os proprietarios de dois cdes tém um incremento no risco de 3,36
vezes, quando comparados a pessoas que ndo tém estes animais. Além disso, segundo Ferreira et al.
(2013) e Virgens et al. (2008) o ambiente urbano e periurbano abriga uma abundancia consideravel de
flebotomineos, quando comparado com a regido de mata.

Diante do perfil epidemioldgico apresentado, € notada a importancia da investigacdo de &reas de
transmissdo esporadica ou silenciosa para casos humanos de LV. Conhecer esse perfil, antes que a
endemia se instale, é uma das recomendagdes do PVC-LV (Brasil, 2006), além das estratégias tracadas

para as areas endémicas da doenca.

1.3 — O reservatério canino

No ciclo de transmissdo zoonético, o cdo (Canis familiares) ocupa posicdo de destaque na
epidemiologia da LV no Brasil, assim como em paises que margeiam o mediterraneo (Ashford, 1996;
Baneth et al., 2008; WHO, 2012). Assim como na LV humana, o Brasil apresenta alto registros de casos
caninos, em que a prevaléncia varia de 4% a 75%, dependendo da regido avaliada e dos métodos de
diagndstico utilizados (Camargo-Neves et al., 2001; Franga-Silva et al., 2003; Michalsky et al., 2011; Dias
et al., 2007; Almeida et al., 2010; Coura-Vital et al., 2011; Felipe et al., 2011; Bigeli et al., 2012; Silveira
etal., 2012; Figueiredo et al. 2014; Menezes et al., 2015; Carvalho et al. 2018 ).

A proximidade entre homem e cdo, a alta prevaléncia e o grande ndmero de animais
assintomaticos fazem com que a infeccéo canina tenha importancia consideravel (Marzoch, 1985; Laurenti
et al., 2013). Segundo Baneth et al. (2008), cées infectados assintomaticos apresentaram cerca de 20% de
parasitismo cutineo, condi¢do propicia para a infec¢do do vetor quando faz o seu repasto sanguineo. O
cdo, portanto, é considerado uma importante fonte de infeccéo para os vetores, sendo encontrado em todos
os focos da doenca humana e caracterizado como o principal reservatério doméstico na cadeia de
transmisséo da LV (Deplazes et al., 1995; Genaro, 2000; Maia et al., 2010). A remocdo dos animais
infectados é uma das medidas de controle definida por varios autores (Camargos-Neves et al., 2001;
Oliveira et al., 2000; Franca-Silva el al., 2003; Maia et al., 2008; Prado et al., 2011) e preconizada pelo
PCV-LV (Brasil, 2006).

Em um estudo de intervencao realizado por Asford et al. (1998), no municipio de Jacobina, estado
da Bahia, areas em que ocorreu eliminacdo de cdes soropositivos para LVC tiveram uma reducdo na

prevaléncia dessa doenga no cdo, variando de 36% para 10%. A érea controle em que os cdes foram
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examinados, mas onde o0s cées soropositivos ndo foram removidos, a incidéncia da infecgéo canina veio a
aumentar, variando de 16% a 27%. Além disso, houve uma diminuigdo significativa nos casos humanos
depois do inicio dessa intervencdo, sugerindo que a eliminacdo de cdes soropositivos pode afetar a
incidéncia de casos da LV canina e humana. Em um estudo mais recente, realizado por Costa et al. (2018),
ao avaliarem a cobertura das atividades de controle da LV em Aracatuba, S&o Paulo, foi reafirmado a
existéncia da relacdo entre a ocorréncia da LV humana e canina, mesmo que as medidas de controle
empregadas ndo tenham apresentado uma ampla cobertura. No entanto, ndo existe consenso entre 0s
estudiosos quanto a remogdo do cdo impedir a transmissdo da LV. Sabroza et al. (1992), Cerbino et al.
(2009) e Costa (2011) ndo observaram associagdo positiva entre a infeccdo canina e os casos de LV
humana, questionando a remoc&o dos cées soropositivos.

Definir a infecgdo do cdo é um dos fatores que colabora para a falta de consenso com relagéo ao
reservatorio canino e a infeccdo humana. Os métodos diagnosticos empregados, principalmente os
métodos soroldgicos adotados pelo PVC-LV ndo apresentam a acuracia desejavel. A sororeatividade do
cdo ndo conta com métodos diagndsticos 100% sensiveis e especificos (Dye, 1996, Ferreira et al, 2007,
Grimaldi et al. 2012; Quinnel et al. 2013, Werneck, 2016). Além da falha dos métodos soroldgicos, a
demora em retirar o cdo de area € um outro motivo que colabora para a manutencdo do ciclo de
transmissdo. Costa et al. (2011) acreditam que a transmissdo da LV entre humanos deve ser melhor
investigada para se determinar a real importancia deste como reservatdrio da doenga.

Frente a essas discordancias, e por grande pressao da sociedade, seja essa de especialistas ou de
defensores da causa animal, o medicamento Milteforan®, apesar de seu alto custo, foi aprovado pelo
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento) e MS (Ministério da Salde) como
tratamento da LVC no Brasil (Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS). Mesmo sendo um avanco
no tratamento canino, a terapia ndo foi recomendada como medida de satde publica para controle da
LV e, portanto, trata-se Unica e exclusivamente de uma escolha do proprietario do animal, sendo de
carater individual (Brasil, 2016).

1.4 — O diagnostico da LVC

A evolucdo clinica da LVC esta relacionada a diferencas genéticas entre as racas e individuos e a
ativacdo de resposta imunoldgica de cada cdo (Sanchez-Robert et al. 2008). Caracteristicas fenotipicas do
cdo, tipo de habitacdo, presenca de outros reservatorios e status imunolégico podem estar associados a
maior ou menor susceptibilidade e a maior exposicédo a infeccdo por LV (Palatnik-de- Sousa et al., 2001;
Franca-Silva et al., 2003; Barboza et al., 2006; Dantas-Torres 2006).
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O processo da infecgdo no animal ndo sera igual aos sinais clinicos, sendo o periodo de incubagdo
da doenga extremamente variavel de trés meses a varios anos (Nelson & Couto, 2001; Brasil, 2006;
Solano-Gallego, 2009). As alteracGes causadas pela LVC sdo consequéncia da acdo direta do parasito e da
deposicdo de imunocoplexos em varios 6rgados e tecidos afetados, condicdo esta que pode desencadear
sinais variados, desde aparentemente sadio até o grave estado terminal (Noli, 1999; Solano- Galego,
2009). Dentre os principais sinais clinicos no céo estdo as lesdes cutaneas, linfoadenopatia, perda de peso,
anemia, afeccGes oculares, onicogrifose e esplenomegalia (Brasil 2006; Diouani et al., 2008).

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

O diagnostico parasitoldgico é eleito o0 padrdo ouro na deteccéo das leishmanioses. Este consiste em
uma metodologia de demonstracdo direta em esfregago por aposigdo do tecido (imprint) ou no cultivo do
parasita. Sua especificidade é de 100%, no entanto sua sensibilidade sofre variagéo de acordo com o grau
de parasitismo do individuo, tipo de amostra avaliada, tipo de coloracdo utilizada e leitura das l1aminas
pelo observador (Baneth & Aroch 2008; Laurenti, 2009; Maia & Campino, 2011). Nos cdes sintomaticos,
0s métodos parasitologicos podem apresentar sensibilidade que variam de 73,6% a 94,7%
(Saridomichelakis et al., 2005; Moreira el al., 2007). Nos cées oligossintomaticos e principalmente nos
assintomaticos, a sensibilidade desses métodos vem a ser menor que 30% (Saridomichelakis et al., 2005;
Gomes et al., 2008). No entanto, esse método é invasivo e necessita de conhecimento técnico, ndo sendo
adequado na vigilancia epidemioldgica (Pereira et al. 2012; Kumar et al. 2012).

O diagnostico sorolégico tem vantagens significativas para o seu emprego na detecccdo das
leishmanioses. Esse ndo é invasivo, pode ser automatizado e permite a analise simultdnea de grande
nimero de amostras (Souza et al. 2013; Mendes et al. 2013). Entre os testes mais empregados estdo:
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o teste
imunocromatogréafico. Atualmente, os métodos preconizados pelo MS para a detecgdo da LVVC s&o o teste
imunocromatografico DPP® como triagem e a ELISA como método confirmatorio (Nota Técnica
Conjunta n°® 01/2011).

O diagnostico imunoldgico caracteriza-se por ser feito a partir de métodos indiretos, assim chamado
por ndo ser possivel a visualizacdo do parasito. A intensa produgdo de anticorpos, principalmente altos
titulos de imunoglobulina G (IgG) e menor quantidade de imunoglobulina M (IgM), causada pelo
parasitismo devido a expressao policlonal de linfécito B, faz com que os métodos soroldgicos sejam
amplamente utilizadas tanto para o diagnoéstico individual da doenca, quanto para aplicacdo em inquérito

epidemioldgico (Marcondes et al., 2011). Segundo Reis et al. (2006), o tipo e a concentracdo de
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imunoglobulina variam diante do estado clinico e carga parasitaria do céo infectado, sendo observado um
elevado nivel de linfécitos T circulantes e uma maior expressao de MHC-11 em animais assintomaticos.

O teste de ELISA foi descrito em 1971 (Engvall & Perlman, 1971), sendo que em 1976, Hommel
(1976) o introduziu no diagnostico das leishmanioses. A sensibilidade e especificidade do mesmo podem
variar de acordo o antigeno utilizado ou com alteragdes que venha a sofrer o protocolo. A sensibilidade e
especificidade da técnica podem variar entre 90 e 100% e entre 71 e 100%, respectivamente (Oliveira et
al., 2005; Zanette et al., 2006; Mir6 et al., 2008; Silva et al., 2012). Segundo Souza et al. (2013) o
antigeno total, derivado do lisado de promastigotas de Leishmania spp., € 0 mais empregado, tendo
resultados falso-positivos como recorrentes.

Os testes imunocromatograficos, que utilizam como antigeno o rK39, tém sido amplamente
empregados no diagndstico de LV humana e canina. S&o testes de simples execucéo e de resultado rapido,
podendo ser realizados com amostras de sangue total, de soro, plasma, ou mesmo em eluatos (Rocha et al,
2015). Além disso, € uma técnica que ndo necessita de todo o aparato do laboratério, podendo ser
realizado em campo. A sensibilidade e especificidade dessa técnica variam entre 77 e 91,5%, e 61 a 100%,
respectivamente (Reithinger et al., 2002; Zanette, 2006; Lemos et al., 2008; Lima et al., 2010).

Carvalho et al. (2018) encontraram resultados variaveis para a sensibilidade e especificidade dos
métodos soroldgicos (DPP® e ELISA) de acordo com o grupo de cies investigados e o método molecular
do PCR-kDNA. Para o grupo de animais sintomaticos, 0 DPP® apresentou sensibilidade de 95,2% e o
ELISA de 95,2%. Para o grupo dos cdes assintomaticos essa sensibilidade foi menor, 75,7% e 65,6%
respectivamente. A especificidade também apresentou variagdo, sintomaticos 61,15% e 55,6% e
assintomaticos 92,2% e 84,1%, respectivamente para o DPP® e ELISA.

Diante das limitacGes que os testes sorolégicos apresentam, 0s mesmos devem ser interpretados
com cautela, uma vez que ndo apresentam a acurécia desejada para a detec¢do dos cdes assintomaticos,
caes provenientes de areas endémicas ou cdes que apresentem uma resposta imune predominantemente
celular (Ikeda-Garcia & Feitosa, 2006; Paltrinieri et al., 2010; Carvalho et al., 2018).

Outro meio de diagnostico sdo os métodos moleculares. Este é uma ferramenta sensivel e
especifica capaz de identificar a presenca do parasito até mesmo ao nivel de espécie (Yildiz Zeyrek et al.,
2017). Com o progresso da biologia molecular e o advento da Reagcdo em Cadeia da Polimerase - PCR -
(Saiki et al., 1985), esse tipo de método diagndstico mostrou-se bastante acurado. Rodgers et al. (1990)
apresentaram resultados que confirmaram a capacidade da técnica de PCR em detectar 0 kDNA
equivalente a um parasita e, a partir de entdo, esta técnica passou a ser utilizada no diagndéstico da LV
(Cupollillo et al., 1994; Degrave et al., 1994). Com o passar do tempo, muitos foram as técnicas e
protocolos que envolveram o PCR na detecgdo de Leishmania ou que utilizara como alvo a regido do
kDNA ((Michalsky et al., 2007; Quaresma et al., 2011; Reis et al., 2013; Regina-Silva et al., 2014; de
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Godoy et al., 2016; Celeste et al., 2019; Cardoso et al., 2019). Segundo Mary et al. (2004) e Yildiz Zeyrek
(2017), o kDNA apresenta um dos alvos ideais para a investigacdo das leishmanioses, permitindo um alto
limeti de deteccéo, garantindo alta sensibilidade.

O PCR em tempo real (QPCR) é uma variacdo do método molecular, e que fornece uma andlise
quantitativa e qualitativa em seus resultados, sendo um diagndstico de alta especificidade para
Leishmania. A utilizagdo dessa técnica na identificagdo das leishmanioses tem demonstrado resultados
interessantes em investigacoes epidemiolégicas (Silva et al., 2017; Bennai et al., 2018; Medkour et al.,
2019). Além detectar o material genético e quantifica-lo, esse permite a identificacdo das diferentes
espécies responsaveis pela infecgdo (Gallzzi et a., 2018). A partir da curva de “melting ”, utilizando como
alvo a regido do minicirculo do KDNA, Weirather et al. (2011) avaliaram varios conjuntos de iniciadores
capazes de identificar L. infantum, L. donovani, L. braziliensis, L. major, L. tropica, L. mexicana e L.
amazonensis. Reis et al. (2013) observaram que o diagnéstico pela gPCR obteve maior capacidade de
detecgdo da LVC, independente do estado clinico do animal.

O diagnostico molecular quando comparado com outras técnicas, apresenta maior sensibilidade e
especificidade utilizando o mesmo material bioldgico (Ferreira, 2007; Solano-Gallego et al., 2009).
Segundo Peixoto et al. (2015), esse diagndstico pode ser empregado como padrdo ouro, podendo assim,
quando necessario, substituir o diagndstico parasitologico. Além de melhor acuracia, essa técnica permite
detectar o parasita no inicio da infeccdo, ao contréario da sorologia que tem melhor atuacdo em estagios
mais avangados da doenca. No entanto, apesar dos métodos baseados em qPCR se mostrarem muito
eficazes no diagndstico das leishmanioses, ainda ndo existe um método padronizado (Gallzzi et al., 2018).
Além disso, essa técnica ndo é acessivel na rotina da vigilancia epidemiol6gica, por necessitar de
reagentes e equipamentos com alto custo, de laborat6rio com capacidade para sua realizacéo e de correta

analise dos resultados.

1.5 — Estudo entomoldgico

Identificar e conhecer a distribuicdo geografica dos flebotomineos é de fundamental importancia
para o entendimento de fatores relacionados a transmissdo de algumas doencas, principalmente as
leishmanioses. Fatores climaticos e ecolégicos interferem nessa distribuicdo (Gebre-Michael et al. 2004;
Lara-Silva et al., 2015; Galvis-Ovallos et al., 2017).

Os flebotomineos, assim como outros dipteros, sdo insetos de metamorfose completa, que passam
pelo estagio: de ovo, larva, pupa e adulto. Na fase adulta o flebotomineo apresenta o tamanho aproximado
de 2 a 4 mm, tendo o seu corpo densamente piloso, de coloracdo amarela ou castanha e apresentam voo

saltado, mantendo as asas eretas quando estd em repouso (Aguiar & Medeiros, 2003). Seu
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desenvolvimento ocorre em locais ricos em matérias organicas e com alto teor de umidade (Azevedo et
al., 2011).

A densidade populacional dos flebotomineos estd totalmente associada a fatores abidticos e a
disponibilidade de alimento, uma vez que esses interferem no ciclo evolutivo e na sua reproducgéo
(Andrade et al., 2010; Santos Silva et al., 2017). As modificagcbes ambientais também podem conduzir a
dindmica populacional desses vetores, pois jA € conhecido que os flebotomineos sdo oportunistas,
apresentam habitos alimentares ecléticos e possuem facilidade na adaptacdo do ambiente urbano (Saraiva
etal., 2012; Santos Silva et al., 2017).

Fatores abioticos como microclima, altitude, relevo e vegetacdo sdo inerentes ao estabelecimento
dos flebotomineos (Werneck, 2008; Sherlock, 2003; Barata eta al., 2005; Menezes et a., 2015; Abrantes
eta al., 2018). Sendo assim, a investigacdo dessas variaveis fornece informagdes a cerca da dindmica de
risco de cada &rea com relagdo ao vetor, retratando a plasticidade biologica de cada espécie de
flebotomineo diante dos ambientes diversos (Salomon et al. 2015). O Brasil, até 0 ano de 2013, registrou
mais de 229 espécies de flebotomineos, representando 25,44% do total de espécies registradas em todo o
mundo (Galati, 2003; Ready, 2013).

A espécie de flebotomineo responsavel pela transmissdo da LV no novo mundo é a Lutzomyia
longipalpis (Genaro, 2002; Franga-Silva et al., 2005), embora a Lutzomyia evansi seja o vetor de
importancia em parte da Colémbia e Venezuela (Travi et al., 1990; Bendezu et al., 1995). No Brasil, além
da Lutzomyia longipalpis, a espécie Lutzomyia cruzi também é considerada um vetor para a LV no estado
do Mato Grosso (Santos et al., 1998).

O processo de urbanizacdo é responsavel por ocasionar modificagdes ambientais que atuam
diretamente no comportamento e no habitat dos flebotomineos. Espécies que possuem o maior poder de
adaptacdo sdo capazes de ocupar novos ambientes, garantindo maior proximidade com o meio urbano
(Almeida et al., 2010). A Lutzomia longipalpis faz parte do grupo de espécies de flebotomineos que
apresentam capacidade de se adaptar a ambientes distintos, incluindo o meio urbano. Essa é uma espécie
com alto grau de sinantropia (Lainson & Rangel, 2005; Souza et al., 2004; Carvalho et al., 2008) e com
ampla distribuicdo no territério brasileiro.

A reemergencia da LV ¢ facilitada quando ndo se investigam as informacOes acerca da
vulnerabilidade de uma regido. A compreensdo dos elos que compde o ciclo de transmissdo ilustra o
entendimento quanto & expansdo da doenca e torna-se capaz de dimensionar o risco para a populagdo
humana. Dessa forma, estudos ecopidemioldgicos, que permitam o entendimento sobre os vetores em
areas urbanizadas, constituem um pré-requisito para o desenvolvimento de agOes apropriadas de

prevencao e estratégias de contecdo dessa zoonose.
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1.6 — O municipio de Ouro Preto e a leishmaniose visceral

De acordo com dados obtidos do SINAN/SVS/MS (Brasil, 2017) a regido Sudeste € a segunda
maior em notificacdes de casos humanos de LV. No ano de 2017, o Brasil notificou 4.511 ocorréncias
dessa zoonose, das quais 1.094 decorreram dessa regido. O estado de Minas Gerais contribuiu com 877
desses casos, sendo o estado com maior notificagdo do sudeste.

A notificacdo de casos humanos no estado de Minas Gerais se inicia na regido norte por volta da
década de 40. A capital mineira, Belo Horizonte apresentou sua primeira epidemia registrada em 1993, e
desde entdo com a franca expansao da doenca, tornou-se endémica (Gontijo & Melo, 2004; Bevilacqua et
al., 2001; Oliveira et al., 2001).

Realizando-se uma pesquisa via DATASUS, colocando o municipio de Ouro Preto, como éarea de
residéncia da notificacdo, pode-se contatar a notificacdo de nove casos de LV e 25 notificacbes de
Leishmaniose Tegumentar. A LV vem sendo notificada desde o ano de 2004 e durante o periodo do
presente estudo, dois casos foram registrados no ano de 2017. Para a forma tegumentar essa notificacéo se
deu desde o0 ano de 2001, e 2017 foi 0 ano que mais se notificou casos compreendenfo seis registros.

Em busca de conter a expanséo da doenga, o PCV-LV (Brasil, 2006) estabelece que as a¢des ndo
devem ficar restritas somente as areas endémicas de notificacdo de casos humanos. A identificacdo de
areas silenciosas, de transmissdo ou de risco, torna-se importante para o planejamento das medidas de
controle ou de medidas preventivas. O monitoramento e controle do reservatério canino, bem como o
levantamento entomoldgico, sdo indicados para municipios vulneraveis ou que apresentem registros
esporadicos de casos humanos de LV, situacdo essa em que se enquadra o municipio de Ouro Preto, Minas
Gerais.

Diante da descentralizacdo da Vigilancia Epidemioldgica, a administracdo dos municipios ndo tem
apresentado 0 suporte necessario para a realizacdo das acdes que contemplam esse programa. Sendo
assim, as estratégias propostas para o controle dessa zoonose tem como uma das ac¢des a reducgdo do risco
de propagagdo mediante o controle do reservatorio canino e a busca de informacGes sobre a fauna de
flebotomineos. Dentre as estratégias adotadas, o controle vetorial e 0 monitoramento do reservatorio
canino consistem em investigacfes em zonas urbanas e rurais dos municipios em risco.

As prevaléncias das leishmanioses ja foram descritas em varias regides endémicas brasileiras.
Entretanto, o registro de casos esporadicos de LV nao assegura que essas regides nao venham a fazer parte
da area de expansdo da doenca da zona endémica. Belo Horizonte, cidade préxima ao municipio de Ouro
Preto, € um exemplo do processo de urbaniza¢do da LV nas cidades brasileiras. Desde 1992, a cidade
convive com a doenca, introduzida a partir de um municipio vizinho (Sabara) (Genaro, 1990; Oliveira et

al. 2001). A proximidade entre as habitagdes, a alta densidade populacional e a grande suscetibilidade da
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populagdo a infeccdo contribuiram para a rapida expansao da LV no ambiente urbano. Nesse municipio, a
LV possui ampla distribuicdo espacial nas nove regionais administrativas, com risco diferenciado de
acometimento da doenca, apesar da presenca de fontes de infeccéo e dos susceptiveis em todo 0 municipio
(Lopes et al., 2010).

A existéncia de casos notificados, a proximidade com areas endémicas, o impacto ambiental
provocado pelo turismo e pela mineracdo e o registro esporadico de casos autdctones de LV humana,
fazem com que o municipio de Ouro Preto venha a ser classificado como uma &rea esporédica para a
transmissdo. Dessa forma, a busca da infec¢do canina por LV e o conhecimento da fauna flebotominica
sdo acdes que promovem o entendimento dos elos que envolvem o ciclo de transmissdo da doenca nessa

regiao.
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2. JUSTIFICATIVA

A descrigdo do perfil epidemioldgico é capaz de direcionar as a¢bes de politicas publicas voltadas
a vigilancia e controle de uma doenca. Assim, a partir do levantamento de dados passa a ser possivel
entender as condicionantes de tempo, espaco e pessoa relacionados ao processo saude-doenca (Medronho
et al., 2009).

Estudos de prevaléncia voltados a LV ja foram realizados em varias regifes endémicas no Brasil.
Entretanto, &reas com transmissao esporadica ou com auséncia de casos humanos nem sempre sao objetos
de pesquisa, situagdo que gera questionamentos quanto a possivel expansao dessa zoonose.

A LV humana no municipio de Ouro Preto vem sendo notificada desde o ano de 2013, sendo
transmitida de forma esporadica e sem nenhuma forma de investigacdo. Com isso, as justificativas para a
realizacdo desse estudo sdo estruturadas nas seguintes questdes: (a) a proximidade do municipio em
relacédo as areas endémicas de Belo Horizonte (266 casos notificados de LV em 2009 a 64 casos em 2017)
e Mariana (10 casos de LV notificado por ano, de 2007 a 2017); (b) necessidade de identificar areas de
risco para as leishmanioses utilizando testes de diagnéstico combinados; (c) necessidade de identificar o
cdo em uma possivel cadeia epidemioldgica das leishmanioses no municipio; (d) levantamento da fauna
flebotominica do municipio (e) necessidade de caracterizar o parasito envolvido na transmissdo da doenca;
(f) gerar pardmetros epidemioldgicos para indicar e subsidiar agbes de controle a serem implementadas
pelos servigos de zoonose de Ouro Preto.

Sendo assim, faz-se necessario realizar estudos relacionados com essa infeccdo em regiGes com
transmissdo esporadica da LV, que ndo apresentam padrdes epidemiol6gicos que propiciem o

conhecimento e contencédo da doenga.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Investigar uma &rea de casos esporadicos de leishmaniose humana e canina.

3.2 — Objetivos especificos

A. Validar e avaliar a acuracia das técnicas sorolégicas do ELISA e DPP® em uma érea de baixa
transmisséo;

B. Auvaliar o desempenho do método soroldgico em relagdo ao molecular na deteccéo da infeccéo por
LV,

C. Estimar a prevaléncia da infecgdo canina por Leishmania sp. no municipio, utilizado diferentes
métodos diagnosticos;

D. Determinar as areas de risco para transmissdo da leishmaniose visceral no municipio de Ouro
Preto.

E. Detectar e identificar o DNA de Leishmania sp. em amostras de sangue total procedentes dos cées
infectados do municipio;

F. Determinar a fauna flebotominica do municipio, nos aspectos abundancia, diversidade e variacao
sazonal da fauna flebotominica;

G. Estimar a porcentagem de flebotomineos naturalmente infectados;

H. Auvaliar a associagdo entre a presenca de flebotomineos e de cdes infectados e variaveis ambientais

(altitude e climaticas).
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4. METODOLOGIA

4.1 - Desenho do estudo

Desenho de estudo do tipo transversal amostral foi realizado a fim de identificar a presenca dos
reservatorios caninos e possiveis espécies vetoras para as leishmanioses. Amostras de sangue dos cdes
domiciliados foram avaliadas por métodos sorolégicos e molecular para o diagnostico da infeccdo. Tendo
como base os domicilios com presenca de infec¢do canina, capturas sistematicas de flebotomineos foram

executadas durante um ano hidrolégico.
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Figura 1. Diagrama do fluxo do diagnoéstico da LVC, em Ouro Preto, Minas Gerais.
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4.2 — Area do estudo

O presente estudo tem como area 0 municipio de Ouro Preto; localizado no Quadrilatero Ferrifero
da (latitude 20°23'08"

sul, longitude 43°30'29" oeste). Possui altitude média de 1179 metros acima do nivel do mar e o clima

na regido central macrorregido  metaldrgica de Minas Gerais
predominante é o tropical de altitude. Segundo dados do IBGE (2017), Ouro Preto possui uma populacao
humana estimada de 74.659 habitantes, sendo 9.161 residentes em area rural. Faz limites com os
municipios de Mariana a leste, Belo Vale e Moeda a oeste, Ouro Branco, Congonhas, Catas Altas da
Noruega e Itaverava ao sul, Itabirito e Santa Barbara ao norte. Com a divisao territorial realizada no ano
de 2017, o municipio passou a ser formado por treze distritos: sede, Amarantina, Anténio
Pereira, Cachoeira do Campo, Engenheiro Correia, Glaura, Lavras Novas, Miguel Burnier, Rodrigo Silva,
Santa Rita, Santo Antonio do Leite, Santo Antonio do Salto e S&o Bartolomeu (IBGE, 2017).

A populagdo canina foi estimada em aproximadamente 10.000 c&es, considerando a sede e 0s
distritos. Estes dados tiveram como base a campanha de vacinagao antirrabica realizada no ano de 2016.

O inquérito soroepidemioldgico canino foi realizado em todas as sedes distritais e nas localidades
de Bocaina (distrito de Rodrigo Silva), Coelhos (distrito de Amarantina), Mota (distrito de Miguel

Burnier) e Soares (distrito de Glaura) (Figura 2).
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Figura 2. Area investigada para LVC no municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, ano de 2016.
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4.3 - Questoes éticas e fonte de dados epidemioldgicos

O presente projeto de tese foi submetido e aprovado pelo CEUA/ UFOP (2016/20) (Anexo 1).

Todos os animais investigados tiveram suas informacges registradas em um formulério criado
para o estudo (Anexo 2). Foram registrados: nome do cdo, vacinacdo contra leishmaniose, sexo, porte,
tamanho do pelo, onde vive e nome do proprietario, com endereco do domicilio e autorizacdo deste quanto
a participacdo no estudo (Anexo 3).

Para os cdes positivos para leishmaniose, foi solicitado ao proprietario a autorizagéo por escrito
para realizacdo dos procedimentos de necropsia/eutanasia e coleta de material biolégico. Todos esses
procedimentos foram realizados por veterindrios e seguiram as normas vigentes da resolugdo 1000
(CFMV, 2012).

O estudo entomoldgico foi realizado nas areas com presenca de infeccdo canina (ELISA kit Bio-
manguinhos positivo). Os proprietarios dos domicilios selecionados para a captura de flebotomineos,
foram informados sobre o teor e os objetivos do presente trabalho e concederam autorizacdo para a
montagem das armadilhas e coleta de possiveis espécies vetoras.

4.4- Inquérito canino

4.4.1- Célculo da amostra

A partir das informacgdes da secretaria de planejamento do municipio e dos servigcos de zoonose
(tltima campanha de vacinagdo antirrabica realizada no ano de 2016) foi estimado um total de 7221 cées
no municipio. Assumindo frequéncia desconhecida e, portanto, esperada em 50%, margem de erro
aceitavel de 5%, nivel de confianca de 99%, efeito de desenho igual a 1, e uma perda estimada de 20% foi
calculada uma amostra de 728 cdes para estimar a prevaléncia da LV no municipio de Ouro Preto (Epi

Info/StatCalc/Population survey or descriptive study).
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4.4.2 — Processo de amostragem

No ano de 2017, durante a vacinacdo antirrabica realizada pelo Servico de Zoonose da Secretaria
Municipal de Salde de Ouro Preto, duas equipes do Laboratério de Epidemiologia, composta cada uma
por dois bidlogos, realizaram a coleta de amostra de sangue total dos cdes domiciliados. Os caes errantes
foram excluidos da amostra.

A distribuicdo da amostra foi proporcional a densidade populacional canina de cada distrito
(amostra estratificada). No local da campanha de vacinagdo, era solicitada a autorizacdo do proprietario
para a participacdo de seu cdo no estudo (amostra por conveniéncia, determinada pelo tempo de espera
para o inicio da coleta, e capacidade de contencdo do céo pelo proprietério).

4.4.3 — Manuseio e contencéo do céo

Para 0 manuseio e acesso a0 membro anterior do cdo, local de coleta da amostra de sangue,
proprietério e equipe de coleta foram envolvidos. A presenca do proprietario era exigida para que ajudasse
no manuseio e para que deixasse o animal mais seguro e calmo. Nenhum tipo de sedativo foi utilizado
para a contencdo. A equipe de coleta foi responsavel pela imobilizacdo do focinho do cdo conforme
apresentado na figura 3. Com o focinho imobilizado e com as patas anteriores suspensas, a equipe de

coleta realizava a puncao da veia cefélica e a amostra de sague total era coletada.
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Figura 3: Imobilizagdo do focinho do co para a coleta da amostra de sangue total.

4.4.4 — Avaliacao dos sinais clinicos dos animais

A observagdo e registro dos cdes avaliados no inquérito foi realizada no momento da coleta da
amostra. Foram avaliadas visualmente a presenca de alopecia, ulceracdo, descamagdo cuténea,
conjuntivite, onicogrifose, emagrecimento, dentre outras (Anexo 2). A partir dessa avaliagdo os animais
puderam ser classificados em assintomaticos (auséncia de sinais clinicos) e sintomaticos (presenca de

sinais clinicos) (Brasil, 2006).

4.4.5 — Obtencé&o e acondicionamento das amostras biologicas

A coleta das amostras foi realizada em 726 cdes, através de puncdo da veia cefalica utilizando
seringa de 10 mL, sendo que aproximadamente 4mL de sangue eram transferidos para dois tubos de
coleta, com e sem EDTA.

Os tubos sem anticoagulante foram encaminhados no mesmo dia para o Laboratério de
Epidemiologia para centrifugagdo durante 15 minutos a 3000 r.p.m, para obtengdo de soro. Os mesmos

foram acondicionados em frasco de 0,6 mL e armazenados a -20°C, até o momento da realizacdo dos
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exames sorolégicos. Os tubos com anticoagulante foram armazenados a -20°C até 0 momento da extracéo
de DNA.

4.4.6 - Diagndstico sorologico e critério de positividade

O diagnéstico soroldgico de todas as amostras caninas (n=726) foi realizado no Laboratério de
Epidemiologia da Escola de Medicina da UFOP, utilizando os métodos soroldgicos ELISA kit bio-
manguinhos e kit UFMG), e DPP®. O critério de infeccdo foi estabelecido conforme preconizado pelo
Ministério da Satde (DPP®+ e ELISA +) (Nota Técnica Conjunta N°01/2011).

No protocolo ELISA (kit Bio-manguinhos) as amostras de soro foram diluidas com diluente
préprio e lectina de leite; aquelas que possuiam anticorpos especificos se ligavam aos antigenos aderidos
previamente na placa. Em seguida, foi adicionada imunoglobulina anti-cdo marcada com enzima
peroxidase, para ligacdo aos anticorpos, caso estes estivessem presentes. A reacdo foi evidenciada com a
tetrametilbenzidina — TMB (substancia cromégena), que pela acdo da peroxidase com perdxido de
hidrogénio, forma um composto de coloracdo azul turquesa que ao reagir com acido sulfirico 2M,
utilizado para interromper a reagcdo, passa a apresentar uma coloracdo amarela em caso reagente
(positivo), sem desenvolvimento de cor nos pogos em amostras ndo reagente (negativo). A leitura
espectrofotométrica foi realizada a 450 nm. Essa técnica utiliza antigenos sollUveis e purificados de L.
major-like que foram obtidas por meio de cultura in vitro. O ELISA (kit UFMG) segue as mesmas etapas
relatadas anteriormente, mas, se diferencia por utilizar como solugéo reveladora o OPD (Tampdo citrato-
fosfato), leitura espectrofotométrica de 492nm e ter como antigeno bruto a L. infantum. As lavagens, 0
periodo de encubagao e “cut-off” foram determinados conforme o protocolo de cada fabricante.

O método imunocromatografico - Dual Path Platform, produzido pela Bio-Manguinhos, utiliza a
proteina recombinante K39 (rK39) como antigeno, uma sequéncia de 39 aminoacidos clonada da regido
quinase especifica de Leishmania infantum. O mesmo foi realizado com a adi¢éo de 5 pL de sangue total
do cdo em pogo indicado “Amostra + Tampdo”. Em seguida, foram adicionadas 2 gotas de solucdo
tampdo. Iniciou-se a corrida da amostra mais o tampao na membrana de nitrocelulose. Apds 5 minutos
ocorreu o desaparecimento de duas linhas azuis, controle e teste. Em sequéncia colocou-se 4 gotas da
solucdo tamp@o no segundo poco intitulado como “Tampdo”. A leitura dos resultados foi efetuada de 10 a
15 minutos apo6s esta etapa, quando se avaliou o resultado: negativo, aparecimento de uma linha vermelha

ou positivo, duas linhas vermelhas.

25



ROCHA, A.M.S. Metodologia

4.4.7 — Eutanasia/Necropsia dos cdes sororeagentes

Os responsaveis pelo Servico de Zoonose, da Secretaria Municipal de Saude do municipio de
Ouro Preto, foram informados quanto a procedéncia dos cdes sororeagentes, para serem destinados a
eutanasia, conforme recomendado pelo PVC-LV (BRASIL, 2006). Esta foi realizada por médico
veterinario e em conformidade com a Portaria do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV,
2012).

Uma amostra daqueles cées foi encaminhada ao Centro de Zoonose para realizagéo de necropsia
por nossa equipe. Esta foi realizada por médico veterinario colaborador do trabalho (Dr. Jodo Carlos
Franca da Silva), em conformidade com a Portaria do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV,
2012). Antes da anestesia, os animais foram sedados com solugdo de cloridrato de xilazina a 5%
(Dopaser® - Lab. Hertape Calier), na dose de 1 mL por 10 quilogramas de peso vivo (1,1-2,2 mg/kg PV),
por via intramuscular, masculo semitendinoso, utilizando-se seringa de 1, 3 ou 5mL e agulha 25 x 8. Apds
apresentarem estado de relaxamento muscular, os animais foram anestesiados com solucdo de
thionembutal (Thiopentax® - Lab. Cristalia), sendo 1 grama ressuspendida em 40 mL de soro fisioldgico,
dose de 5-15 mg/kg PV, por via endovenosa, veia cefalica, usando scalp n° 21, 23 ou 25G, de acordo com
0 tamanho do animal e seringa de 3, 5 ou 10ml, de acordo com o volume a ser administrado. Apos este
procedimento, foram aguardados cerca de 2-5 minutos até que o animal apresentasse plano anestésico
profundo, evidenciado pela rotacdo de globo ocular, auséncia de reflexos interdigitais profundos,
superficiais e corneal e respiracdo abdominal. No protocolo de necropsia, foi realizada a coleta da medula
Ossea na crista da tibia do céo, utilizando agulha 18G acoplada em uma seringa de 20 mL. Em seguida,
com o animal ainda anestesiado, a eutanasia foi realizada utilizando uma dose extra de thionembutal, via
endovenosa e, logo apds, injecdo de 20mL de solugdo de cloreto de potassio saturada (20% de cloreto de
potassio em agua bidestilada), via endovenosa. Uma vez atestado o ébito do animal, a necropsia foi
realizada subsequentemente. Foi realizada incisdo no flanco esquerdo para exposi¢do dos intestinos, para
coleta do fragmento de linfonodo mesentérico. Além disso, foi coletado também um fragmento do tecido
do baco e da borda distal da orelha, para confec¢do dos esfregacos por aposi¢do para exame parasitolégico
direto. Em seguida esse material bioldgico (da borda distal da orelha, baco e linfonodo mesentérico) foi
devidamente identificado, armazenado em frascos de 1,5 mL e congelado a -80°C para posterior
realizacdo das técnicas moleculares. A carcaca do animal foi acondicionada em saco plastico, congelado

até o momento do recolhimento pelo Servigo de Zoonoses do municipio de Ouro Preto.
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4.4.8 — Exame direto por aposicéo dos tecidos

Foi realizado o esfregaco por aposicdo dos fragmentos de tecidos (medula, bacgo, linfonodo
mesentérico e borda distal da orelha) coletados dos cées necropsiados. Estes foram pressionados em
laminas previamente limpas e desengorduradas, fixados com solucdo de alcool metilico e coradas pelo
método Giemsa. As laminas foram analisadas por microscopia optica (aumento de 1000x), para procura de

formas amastigotas.

4.4.9 - Diagndstico molecular para LVC (método de comparagdo-Padrao Ouro)

4.49.1 - Extracdo de DNA

A extragdo do DNA das amostras de sangue e tecidos, seguiu a metodologia do fabricante do
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). Ap6s a extracdo, o DNA foi reidratado e
armazenado -20°C até o momento do uso.

Para validar o processo de obtencdo do DNA, as amostras extraidas foram dosadas pelo sistema
Qubit® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Além disso, as amostras ainda passaram por validacdo da PCR
que detecta o gene constitutivo da B globina do cdo (PCR IRBP). As reagdes da PCR-IRBP foram
dirigidas a amplificagdo de fragmentos dos genes constitutivos de mamiferos sendo utilizados para reacdes
de controle end6geno da qualidade e integridade do DNA extraido. O par de iniciadores utilizados foram,
o IRBPfwd: 5’TCC AAC ACC ACC ACT GAG ATC TGG AC 3’ e o IRBPrev: 5° GTG AGG AAG
AAA TCG GAC TGG CC 3’, tendo como produto amplificado um segmento de 120pb (Ferreira et al,
2010). A amostra uma vez positiva para 0 PCR-IRBP foram avaliadas para a deteccdo do DNA de

Leishmania spp.

4.4.9.2 — PCR em tempo real para deteccéo de Leishmania sp. (qPCR-KDNA)

O par de iniciadores utilizado para o género Leishmania visa a amplificacdo da regido conservada
do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) do parasito. Os iniciadores A: 5= (C/G) (C/G) (G/C)
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CC(C/A) CTAT(T/A) T TAC ACC AAC CCC 3 e iniciador B: 5° GGG GAG GGG CGT TCT GCG
AA 3" (Degrave et al., 1994) amplificaram um segmento de 120 pb. Para isso, utilizou-se a técnica da
reacdo da cadeia da polimerase em tempo real (QPCR-kDNA) e os produtos amplificados foram
detectados por meio do fluoréforo SYBR® Green. A reacdo foi realizada em volume final de 13pL
contendo a concentracdo de 5 picomoles de iniciador direto e reverso, utilizando um volume total de 0,5
uL de cada, 3,75uL de &gua, 5puL de SYBER Green, 0,25uL de MgCL, 25mM. A amplificacdo foi
realizada em equipamento 7500 Fast Real Time System (Applied Biosystems) utilizando-se o seguinte
programa: 95°C por 10 minutos seguidos de 45 ciclos de: 95°C por 15 segundos para desnaturacdo, 60°C
por 1 min para anelamento; 95°C por 15 segundos, 60°C 1 min, 95°C 30seg.

A visualizacdo dos resultados foi realizada em programa 7500 Software v.2.0.6 (Applied

Biosystems).

4.4.9.3 — ldentificagdo das espécies de Leishmania circulantes

A técnica de RFLP utiliza enzimas de restricdo que cortam a dupla fita de DNA pelo
reconhecimento de uma pequena sequéncia de nucleotideos, usualmente de quatro a seis pares de bases de
tamanho. O kDNA das espécies L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum apresenta sequéncias
suficientemente distintas para ser utilizado na diferenciagdo destas espécies. Segundo VOLPINI (2004), a
digestdo com a endonuclease Haelll (Haemophilus aegyptius) possibilita a distingdo das trés espécies.
Para a identificacdo das espécies de Leishmania nas amostras de caes “qPCRKDNA positivos” para o
género Leishmania foi utilizada a enzima Haelll , que digere L. amazonensis em um fragmento de 116 pb;
L. braziliensis em dois fragmentos, de 80 e 40 pb; L.infantum em fragmentos de 120, 80, 60 e 40 pb. A
técnica foi realizada conforme descrito por Andrade et al. (2006) com modificagdes. Uma mistura prévia
contendo 2U (0,2ul) da enzima de restrigdo Haelll (Invitrogen™), 2,0ul do tampdo da enzima 10X
(Invitrogen™), 7,8ul de agua ultra-pura (GibcoTM) foi adicionada a 15ul de produto amplificado (PCR-
KDNA), homogeneizada e incubada a 37°C, por 4 horas, em banho-maria.

A visualizagdo das bandas da digestdo, fornecidas pela PCR- RFLP foi realizada pela eletroforese
em gel de agarose 4%. Foram aplicados no gel 25ul do produto amplificado digerido pela enzima,
misturados a 5 pl de tampéo de corrida (azul de bromofenol). O marcador de peso molecular utilizado foi

0 25 pb (InvitrogenTM) que gera 19 bandas de 25 a 450 pb, mais uma banda de 500 pb.
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4.4.10 — Processamento e analise de dados

Os dados foram digitados e analisados no programa SPSS versdo 22.0. A prevaléncia de LV foi
calculada a partir da razdo entre o nimero de cdes infectados e a populacdo canina analisada.

O desempenho das técnicas soroldgicas foi avaliado através do célculo da sensibilidade (co-
positividade), especificidade (co-negatividade) e a acuracia, considerando como “padrdo ouro” o
diagnostico molecular pelo qPCR-KDNA. O teste pareado de McNemar foi utilizado para avaliar a
presenca de diferenca significativa entre as proporcdes de resultados positivos obtidos pelos diferentes
métodos diagndsticos, assumindo como significativo quando valor p era menor que 0,05.

Para a comparagdo das proporcdes de resultados positivos, determinados pelo diagndstico
molecular (QPCR-kDNA), dos diferentes sub-grupos soroldgicos, isto &, diferentes perfis sorolégicos, foi
utilizado o teste de qui-quadrado de Pearson, assumindo como significativo quando valor p era menor que
0,05.

Mapas tematicos foram confeccionados no programa Maplinfo versdo 12.5 para descrever a
distribui¢do dos domicilios com cdes infectados.

4.5 — Levantamento entomolégico

4.5.1 — Pontos de captura

O levantamento entomoldgico foi realizado mensalmente no periodo de junho de 2017 a maio de
2018, contemplando, portanto, um ano hidroldgico. A presenca de cdo infectado, arborizacdo umida -
pomar de frutas, presenca de galinheiro, proximidade com regido de mata, foram os quesitos ambientais
utilizados para sele¢do do ponto para instalacdo das armadilhas no peridomicilio. Dois pontos de captura
foram determinados para cada um dos distritos/localidades em que a LVC foi soroprevalente. Os
proprietéarios dos domicilios foram informados quanto ao projeto e seus objetivos, solicitada autorizacao e

colaboragéo para execugéo do estudo.

4.5.2 — Captura dos flebotomineos

O tipo de armadilha luminosa utilizada foi o modelo HP (Pugedo et al., 2005). Essa é uma

armadilha que funciona com quatro pilhas grandes (1,5 volts cada) mantendo luminosidade da lampada e
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o fluxo de ar promovido pelo funcionamento da ventoinha, no qual os insetos atraidos pela luz séo
sugados para um saco coletor de fil6.

As capturas foram realizadas na semana da lua nova (noites de menor luminosidade). As
armadilhas foram montadas ao entardecer do 1° dia de coleta e seus sacos coletores removidos no periodo
da manhd seguinte até a manha do ultimo dia de coleta, de modo a manterem ligadas durante trés noites
consecutivas.

Em cada dia de captura, os sacos coletores foram removidos das armadilhas e 0s insetos
capturados foram mortos em cdmaras contendo éter P.A.. Em seguida foi realizada a triagem e sexagem.
Os flebotomineos fémeas foram acondicionados em tubos contendo DMSO 6% (dimetilsulféxido) e
mantidos em freezer a -20°C até 0 momento prepara¢do, montagem e posterior realizagdo da extracdo de
DNA para a deteccdo da infeccdo natural. Os flebotomineos machos foram mantidos em tubos de
hemolise contendo &lcool 70% e em temperatura ambiente para posterior preparagdo, montagem e
identificacdo. Estes foram montados em ldmina com a cabega em posi¢do frontal, térax e abdémen na
horizontal.

As etapas de montagem, identificacdo e deteccéo infecgdo natural foram realizadas no Laboratério
de Leishmanioses/IRR. A identificacdo foi realizada a partir da classificacdo proposta por Galati (2003) e

por comparagdes com exemplares de referéncia existentes no mesmo laboratério.

4.5.3 — Detecgdo da infeccdo natural de flebotomineos por Leishmania spp.

4.5.3.1 - Extracdo de DNA das fémeas de flebotomineos capturadas

O corpo das fémeas dissecadas foi agrupado em “pools” de 2 a 10 individuos, formados por
exemplares da mesma espécie, mesmo ponto e mesmo més de captura ou quando necessario,
individualmente. Posteriormente, a extragdo de DNA foi realizada, visando a deteccdo da infeccdo por
Leishmania, utilizando o Kit de extracdo de tecidos e células da GE Amersham Biosciences, de acordo
com especificacOes do fabricante.

As amostras extraidas foram quantificadas no espectrofotdbmetro NanoDrop-Thermo Scientific,
utilizando a faixa de leitura de 260 a 280 nm, para quantificar o DNA e analisar a qualidade do mesmo.

Em seguida essas foram armazenadas a -20° C para posteriores analises moleculares.
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4.5.3.2 - Reagdo da polimerase em cadeia do gene constitutivo de flebotomineos (cacofonia)

Para a confirmacdo da presenca de DNA de flebotomineos nas fémeas capturadas e consequente
validacdo do processo de extracdo, foi utilizado um par de iniciadores que amplificam a regido 1VS6 do
gene constitutivo especifico (cacofonia) de flebotomineos. A técnica foi realizada utilizando o Kit de PCR
(Kit PureTag Ready-To-Go PCR Beads/GE Healthcare), com os seguintes iniciadores: 5' GTG GCC GAA
CAT AAT GTT AG 3'e 5' CCA CGA ACA AGT TCA ACATC 3' (Lins et al., 2002).

A amplificacdo do gene constitutivo foi realizada em equipamento termociclador automatico
(Applied Biosystems Veriti TM Thermal Cycler), utilizando o programa de amplificagdo: 94°C por 12
minutos, seguido de 35 ciclos de amplificagdo, 94°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, 55°C por 10
minutos e uma extensdo final de 72°C por 10 minutos. Em cada conjunto da reacdo de cacofonia, foram
incluidos um controle negativo (sem DNA) e um controle positivo (DNA purificado de flebotomineo do
género Lutzomyia).

4.5.3.3 - Detecgdo da infeccdo natural das fémeas de flebotomineos por Leishmania spp.

Para determinar a taxa de infeccdo natural, as amostras de DNA extraidas dos flebotomineos
foram analisadas através da técnica Nested PCR (LnPCR) dirigida ao gene SSUrRNA de Leishmania, que
amplifica um fragmento deste gene que é uma regido conservada da Leishmania (Van Eys et al., 1992;
Cruz et al., 2002 e 2006).

Esta metodologia, adaptada e modificada de Cruz et al. (2002) foi realizada a partir de uma
amplificacdo inicial de um fragmento de aproximadamente 603 pb, utilizando-se os iniciadores R1: 5°
GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG 3" e R2: 5" GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG 3, seguida da
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 353 pb, a partir do produto amplificado diluido da
primeira reagdo, utilizando os iniciadores R3: 5° TCC CAT CGC AAC CTC GGT T 3" e R4: 5" AAA
GCG GGC GCG GTG CTG 3" (Figura 4).

Em todas as reagdes utilizou-se DNA extraido de cultura de L. infantum (MHOM/BR/PP75),
como controle positivo e como controle negativo a amostra de DNA foi substituida por volume

equivalente de H,O para PCR.
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Fragmento do gene SSUrRNA de 603 pb, amplificado pela
PCR utilizando os iniciadores R1 e R2 (1° reac3o)
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Fragmento do gene SSUrRNA de 353 pb, amplificado pela
PCR utilizando os iniciadores R3 e R4 (2° reacio)

Fonte: Eduardo de Castro Ferreira (2007)
Figura 4 - Desenho esquematico da Ln-PCR destinada a amplificar um fragmento do gene SSUrRNA de

Leishmania.

4.5.3.4 - Andlise dos produtos amplificados pelas PCR’s Cacofonia e Ln-PCR

Apds as amplificacdes das PCR’s utilizando iniciadores que amplificam fragmentos do gene
constitutivo de flebotomineos (cacofonia) e do gene do SSUrRNA (Ln-PCR), estas amostras foram
analisadas através de eletroforese em gel de agarose 2% corados com brometo de etideo e examinados em

exposicédo a luz ultravioleta (UV) no capturador de imagens ImageQuant LAS 4000.

4.5.4 — Registro de dados climaticos e pluviométricos

Em todos os trés dias consecutivos de captura dos flebotomineos foram registrados dados
climaticos de cada distrito/localidade obtidos através do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Os
dados de temperatura, umidade relativa do ar e velocidade do vento foram obtidos por consulta diéria a
pagina http://www.inmet.gov.br. J& os dados de pluviosidade foram adquiridos por download fornecidos
pela na pagina do Centro Nacional de Monitoramento e Alerta de Desastres Naturais (CEMADEN),
adquiridos de pluvibmetros automaticos, cujas informacGes foram disponibilizadas no site
http://www.cemaden.gov.br/mapainterativo/#. Tais informagdes foram coletadas por um ano (ano

hidrol6gico), durante o periodo de junho de 2017 a maio de 2018.
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4.5.5 — Processamento e analise dos dados

De acordo com o nimero de flebotomineos capturados (n=49) foi realizada analise de frequéncia
da diversidade e riqueza de espécies, segundo localidade e variaveis climaticas (temperatura média,

pluviosidade média, umidade, altitude, vento).
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5. RESULTADOS

Foram avaliados no inquérito amostral 726 cdes, distribuidos nas 13 sedes distritais e em quatro
localidades rurais de Ouro Preto, incluindo a sede municipal, conforme apresentado na Tabela 1. Na
maioria dos distritos, a frequéncia relativa dos cdes amostrados superou a frequéncia relativa esperada
para cada distrito ou localidade, de acordo com a campanha de vacinacao antirabica de 2016. Nos distritos
de Amarantina, Cachoeira do Campo, Sede e Rodrigo Silva a frequéncia relativa dos cées amostrados foi

um pouco menor do que a frequéncia esperada para esses distritos.

Tabela 1. Distribuicdo dos cées segundo distrito de procedéncia no municipio de Ouro Preto, Minas
Gerais, ano de 2016.

Populagdo Frequéncia Numero de Frequéncia
Distrito/Localidade canina vacinada relativa caes relativa
em 2016 esperada amostrados observada
Amarantina 293 4,1% 21 2,8%
Antdnio Pereira 312 4,3% 59 8,1%
Loc. Coelhos 101 1,4% 15 2,1%
Cachoeira do Campo 974 13,5% 86 11,8%
Engenheiro Correia 99 1,3% 17 2,3%
Glaura 136 1,9% 13 1,8%
Loc. Soares 77 1,1% 18 2,5%
Lavras Novas 73 1,0% 36 5,0%
Miguel Bournier 65 0,8% 15 2,1%
Loc. Mota 111 1,5% 13 1,8%
Ouro Preto (sede) 3094 42,9% 128 17,6%
Rodrigo Silva 323 4,4% 27 3,7%
Loc. Bocaina 149 2,0% 53 7,3%
Santa Rita 661 9,2% 126 17,4%
Santo Antonio do Leite 373 5,2% 34 4,7%
Santo Antonio do Salto 189 2,6% 29 4,0%
S3do Bartolomeu 191 2,7% 36 5,0%
Total 7221 100% 726 100%

35



ROCHA, A.M.S. Resultados

Os cdes amostrados eram em sua maioria machos (n=431; 59,4%), de porte médio & grande
(n=508; 70,0%), possuiam pelo curto (n=450; 62,0%) e quase metade desses (n=379; 52,2%)
permaneciam restritos ao domicilio, ndo tendo acesso a rua. Além disso, a maioria dos animais nédo
apresentaram sinais clinicos sugestivos para LV, sendo esses classificados como assintomaticos. Dos
animais sintomaticos (n=156; 21,5%), os sinais clinicos observados foram: emagrecimento (n=69; 44,2%),
onicogrifose (n=31; 19,9%), ceratoconjutivite (n=10; 6,4%), paresia dos membros posteriores (n=1;
0,80%) e dermatite localizada ou generalizada (n=39; 25,0%).

Amostra de soro destes cdes (n=726) foi avaliada pelo diagndstico soroldgico (ELISA e DPP®) e
pelo diagnoéstico molecular (qPCR-kDNA). A tabela 2 apresenta o detalhamento da soropositividade da
LVC, conforme a classificagdo do método ELISA e “kit” diagnostico empregado em cada amostra
avaliada. O nimero de amostras classificadas como indeterminadas (zona cinza) foi maior pelo método
ELISA (kit UFMG) do que pelo método ELISA (kit Bio-manguinhos). Das 60 amostras positivas pelo Kit
Bio-manguinhos apenas 10 foram positivas pelo kit UFMG (16,7%), indicando baixa co-positividade
entre 0s métodos. Enquanto das 659 amostras negativas pelo Kit Bio-manguinhos, 98,2% foram
concordantes com o kit UFMG, indicando uma co-negatividade de 92%. Tanto o valor preditivo positivo

guanto o negativo foram iguais a 90%.

Tabela 2: Soropositividade da LVC pelo método ELISA conforme o fabricante no municipio de Ouro
Preto, Brasil, Minas Gerais, ano de 2016.

Kit Bio-manguinhos

Kit UFMG Positivo Negativo Indeterminado Total
Positivo 10 (16,7%) 1(0,1%) 0 (%) 11 (1,5%)
Negativo 46 (76,7%) 647 (98,2%) 6 (85,7%) 699 (96,3%)

Indeterminado 4 (6,6%) 11 (1,7%) 1 (14,3%) 16 (2,2%)
Total 60 (100%) 659 (100%) 7 (100%) 726 (100%)

As amostras classificadas pelo ELISA (kit-Bio-manguinhos) como reagentes (n=60),
indeterminadas (n=7) e um percentual de amostras negativas (n=99) passaram por avaliacdo do método do
DPP®. Das 15 amostras positivas pelo DPP®, 14 (93,3%) foram confirmadas pelo kit-Bio-manguinhos e
10 (66,7%) amostras confirmadas pelo kit UFMG. As amostras negativas no DPP e positivas pelo ELISA

(kit Bio-manguinhos) apresentaram uma carga parasitaria variando de 2,8 a 5 parasitos por mL de sangue
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total. Os sete resultados dentro da faixa de zona cinza (indeterminados) pelo ELISA (kit Bio-manguinhos)
apresentaram resultado negativo pelo DPP®, com densidades 6pticas baixas variando entre 0,103 e 0,214
(Média = 0,140; desvio padrdo = 0,035) (Tabela 3).

Tabela 3: Soropositividade conforme o método diagnostico empregado para a descri¢do da frequéncia da
LVC, no municipio de Ouro Preto, Brasil, Minas Gerais, ano de 2016.

DPP®
Kit
Bio-manguinhos Positivo Negativo Total
Positivo 14 (93,3%) 46 (43,8%) 60 (49,2%)
Negativo 1 (6,7%) 52 (49,5%) 53 (45,0%)
Indeterminado 0 (0,0%) 7 (6,7%) 7 (5,8%)
Total 15 (100%) 105 (100%) 120 (100%)
Kit UFMG Positivo Negativo Total
Positivo 10 (66,7%) 1 (1,0%) 11 (9,2%)
Negativo 2 (13,3%) 93 (88,5%) 95 (79,2%)
Indeterminado 3 (20,0%) 11 (10,5%) 14 (11,6%)
Total 15 (100%) 105 (100%) 120 (100%)

Diante da comparacao realizada a partir do método molecular (JPCR-KDNA), em que as amostras
positivas também foram confirmadas pela técnica qPCR-GenBank/AF009147, foi possivel avaliar o indice
de desempenho dos métodos soroldgicos (ELISA e DPP®). Considerando como padrdo ouro (método de
referéncia) o qPCR (kDNA), tal analise permitiu mensurar a acuracia e validade do diagnéstico
sorologico, realizando as seguintes avaliacBes: verdadeiro positivo (VP), falso negativo (FN),
sensibilidade (co-positividade), especificidade (co-negatividade), valor preditivo positivo (VPP), valor
preditivo negativo (VPN) e kappa (Tabela 4). Os resultados da validacdo demonstraram falhas na
deteccdo da infeccdo do reservatorio canino. Todos os testes soroldgicos apresentaram sensibilidades
menores que 50%. O ELISA (kit UFMG) foi o método com o menor valor de sensibilidade (19,4%) e
maior nimero de falso negativos (n=25). Com relagdo a especificidade, o método ELISA (kit Bio-
manguinhos) apresentou o menor valor de especificidade (62,2%) e elevado nimero de falsos positivos

(n= 48). Os resultados do valor preditivo positivo se revelaram baixos, ndo ultrapassando 54,5%. O valor
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de kappa identificou uma concordéncia baixa para todos os métodos avaliados (ELISA (kit Bio-
manguinhos) kappa=0,2%; ELISA (kit UFMG) kappa=19%; DPP® kappa=36,8%).

Tabela 4: Desempenho dos métodos soroldgicos em comparagdo ao método molecular (QPCR-KDNA) na
investigacdo da prevaléncia da LVC no municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, ano de 2016.

Método VP | FN | FP | VN | Total S E VPP | VPN p* kappa
Sorolégico (%) | (%) | (%) (%) (%)
ELISA
(Kit Bio- 12 20 48 79 159 375 622 200 798 0.0007 0,2

manguinhos)

ELISA

6 25 5 114 150 194 958 545 820 00003 19,2
(kit UFMG)
DPP® 7 7 8 58 80 500 879 466 892 07962 368

Nota: (IC) VP = Verdadeiro Positivo, FN = Falso Negativo, FP = Falso Positivo, VP = Verdadeiro Positivo, VN =
Verdadeiro Negativo, S = Sensibilidade, E = Especificidade, VPP = Valor Preditivo Positivo, VPN = Valor Preditivo
Negativo * Valor p do Qui-quadrado de McNemar

Os resultados obtidos pela técnica gPCR-KDNA (valor de referéncia) com subgrupos de associagao
dos trés métodos soroldgicos estdo apresentados na Tabela 5. Considera-se que esForam estabelecidos trés
subgrupos: negativo (ELISA-), indeterminado (DPP®-/ELISA+, DPP®-/ELISA ZC, DPP®+/ELISA ZC) e
positivo (ELISA+/DPP®+). Cada subgrupo representa uma classificacio sorolégica do animal, a partir do
critério de eutandsia do MS (Norma Técnica 2011). O valor preditivo negativo do ELISA Kit-
Biomanguinhos foi de 79,8% e 88,7% para os resultados negativos e indeterminados, respectivamente,
enquanto que o valor preditivo positivo foi de 50%. Para o kit UFMG, os valores preditivos negativos

foram, respectivamente, iguais a 82% e 87,5%, e o valor preditivo positivo igual a 40%.
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Tabela 5. Comparagdo de positividade entre os grupos soroldgicos e 0 método molecular (qQPCR-KDNA)

na investigacédo da prevaléncia da L\VVC, no municipio de Ouro Preto, Brasil, Minas Gerais, ano de 2016.

gqPCR-kDNA
Grupo Sorologico N _ Total de
Positivo Negativo Amostras
2 ELISA - 20 (6,0%) 79 (59,4%) 99 (59,7%)
% ELISA ZC / DPP® - 1 (3,0%) 6 (4,5%) 7 (4,2%)
§ ELISA +/ DPP®- 5 (15,2%) 41 (30,8%) 46 (27,7%)
.ﬂ% ELISA ZC / DPP® + 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
g ELISA +/DPP® + 7 (21,3%) 7 (5,3%) 14 (8,4%)
TOTAL 33 (100,0%) 133 (100,0%) 166 (100,0%)
ELISA - 25 (75,8%) 115 (86,5%) 140 (84,2%)
ELISA ZC / DPP® - 1 (3,0%) 11 (8,1%) 12 (7,3%)
S ELISA +/ DPP®- 0 (0,0%) 1 (0,8%) 1 (0,6%)
Lé ELISA ZC / DPP® + 1 (3,0%) 2 (1,7%) 3 (1,8%)
X ELISA +/DPP® + 6 (18,2%) 4 (3,1%) 10 (6,1%)

TOTAL

33 (100,0%)

133 (100,0%)

166 (100,0%)

Nota: ELISA - (Teste imunoenzimatico negativo) ELISA + (Teste imunoenzimatico positivo), ELISA ZC (Teste

imunoenzimético indeterminado), DPP® - (teste cromatogréfico negativo), DPP® + (teste cromatogréfico positivo),

gPCR-kDNA (Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real - Acido desoxirribonucléico do cinetoplasto).

Para os métodos que avaliaram o numero total de amostras (n=726), o maior valor de prevaléncia

foi encontrado pelo ELISA (Bio-manguinhos). Dos métodos que avaliaram somente uma parcela dessas

amostras, o diagnostico do qPCR-KDNA foi 0 que apresentou o maior valor de prevaléncia. Os resultados

referentes & avaliagdo do soroprevaléncia canina, determinada pela concordancia de reatividade entre o

método DPP® e ELISA (Biomanguinhos), métodos adotados pelo MS, revelaram que o municipio de Ouro

Preto apresentou uma soroprevaléncia de 1,93% (14/726) (Figura 5).
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Figura 5: Prevaléncia da LVVC no municipio de Ouro Preto, conforme o método diagnostico empregado.

A figura 6 A apresenta 0 mapa de distribui¢do da LVVC no municipio de Ouro Preto, ano de 2016,
considerando o método diagndstico ELISA (Bio-manguinhos) e a figura 6 B os resultados do ELISA (kit
UFMG). Para o ELISA (kit Bio-manguinhos) apenas o distrito de Engenheiro Corréa ndo apresentou casos
de LVC. Céaes com sorologia indeterminada foram observados em Santa Rita, Ouro Preto, Antdnio
Pereira, Sdo Bartolomeu, Miguel Burnier e Loc. Motta. Ja para o ELISA (kit UFMG), a soropositividade
canina ocorreu nos distritos de Anténio Pereira, Loc. Bocaina, Lavras Novas e Cachoeira do Campo. Os
sete cdes indeterminados eram procedentes dos distritos de Anténio Pereira, Santo Antdnio do Salto, Santa

Rita, Lavras Novas, Cachoeira do Campo, Santo Antdnio do Leite e Amarantina.
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Figura 6. Distribuicdo geogréafica dos pontos de coleta de cées soropositivos ( ®e indeterminados ( ),
segundo a técnica do ELISA kit Bio-mangunhos (A) e kit UFMG (B), no municipio de Ouro Preto, em
2016.

Considerando como critério de positividade o resultado do qPCR-kDNA, 19,9% (33/166) seria a
provavel prevaléncia da infec¢do canina no municipio de Ouro Preto. Os distritos com LVC foram:
Amarantina 0,6% (1/166), Cachoeira do Campo 5,4 % (9/166), Sdo Bartolomeu 0,6% (1/166), Santo
Anténio do Salto 1,2% (2/166), Santa Rita 2,4% (4/166), Loc. Mota 0,6% (1/166), e a Sede do municipio
3,0% (5/166). Além disso, existiram distritos em que a LVC foi positiva tanto para 0 método sorolégico
quanto para 0 método molecular (QPCR-kDNA), foram eles: Lavras Novas: 1,2% (2/166), Rodrigo Silva
3,0% % (5/166) e Antdnio Pereira 1,8% (3/166). Apenas o distrito de Engenheiro Correia, Santo Antdnio

do Leite e Glaura ndo apresentaram cdes infectados pelo g PCR-KDNA (Figura 7).
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Figura 7. Distribuicdo geografica dos pontos de coleta de cées positivos pelo método molecular (QPCR-
kKDNA), no municipio de Ouro Preto, em 2016.

Na Tabela 6 estdo apresentados os percentuais de cées que seriam indicados para realizacdo de
eutanasia, de acordo com a norma técnica PVC-LV (BRASIL, 2011), onde a positividade no método
soroldgico ELISA (Bio-manguinhos) é que determina a infecgdo do céo por LV, e seu respectivo resultado
na gPCR-KDNA. Assim, 78% das amostras dos subgrupos soroldgicos que ndo seriam encaminhadas para
exame confirmatério permaneceram na area como falso-negativos. No subgrupo sorol6gico
ELISA +/DPP®+ apenas 21,2% das amostras foram confirmadas positivas pelo gPCR-kDNA.
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Tabela 6 - Percentual de positividade do diagnostico molecular (qPCR-KDNA) em relagdo aos grupos
soroldgicos que determinam ou ndo a eutanasia dos cdes segundo a norma técnica (Brasil 2011), no
municipio de Ouro Preto, no ano de 2016.

Resultado Sorolégico gPCR-kDNA Total de
Positivo Negativo Amostras
ELISA-, DPP®-/ELISA ZC, DPP®+/ELISA ZC, 26 (78,8%) 126 (94,7%) 152 (91,6%)

DPP®-/ELISA +

DPP® +/ELISA + 7 (21,2%) 7 (5,3%) 14 (8,4%)

Total de amostras 33 (100%) 133 (100%) 166 (100%)

Nota: ELISA - (Teste imunoenzimatico negativo) ELISA + (Teste imunoenzimatico positivo), ELISA ZC (Teste
imunoenzimético indeterminado), DPP® - (teste cromatogréfico negativo), DPP® + (teste cromatogréfico positivo),
gPCR-kDNA (Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real - Acido desoxirribonucléico do cinetoplasto). p<
0,0001

Considerando o critério de positividade (DPP® +/ELISA +) determinado pelo MS brasileiro, a
infeccdo canina no municipio de Ouro Preto, estaria presente em seis distritos. Os distritos de Amarantina
0,3% (2/726), Antbnio Pereira 0,5% (4/726), Glaura 0,15% (1/726), Lavras Novas 0,15% (1/726), Rodrigo
Silva 0,3% (2/726) e Santo Antbnio do Salto 0,5% (4/726) foram os Unicos a apresentar cdes positivos
para LV (Figura 8).
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Figura 8. Distribuicdo geografica dos pontos de coleta de cdes positivos ( # e negativos ( e pelo método
sorolégico (DPP® +/ELISA +), no municipio de Ouro Preto, em 2016.

Dos animais encaminhados para eutanasia, segundo o resultado do ELISA (kit Bio-manguinhos),
foi possivel a realizacdo da necropsia de apenas dois (n=2/60). Esses dois cdes apresentaram sinais
clinicos de LV, um deles possuia como sinais 0 emagrecimento e onicogrifose e o outro possuia dermatite
localizada na ponta da orelha. A presenca do DNA do parasita pelo diagnostico molecular (qQPCR-kDNA)
foi observada nas duas amostras em todos os tecidos avaliados linfonodo mesentérico, borda distal da
orelha, medula e baco. No teste parasitologico de imprinting desses tecidos foram encontradas formas
amastigotas em todos os tecidos, exceto na pele de um desses caes.

Em todos os tecidos positivos acima e em 30,3% das amostras de sangue total (10/33) dos cées
positivos pela PCR-kDNA, foram identificadas presenca de DNA pela técnica do PCR-RFLP. A espécie

encontrada em todas elas foi a L. infantum (Figura 9).
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Figura 9: Fragmentos gerados pelo PCR-RFLP em gel de agarose 4,0%, tendo como objetivo a
caracterizacdo das espécies de Leishmania pela enzima Hae I1l. Pb (pares de base) PM (peso molecular -
120 pares de bases), CN (controle negativo), A' a A (amostras dos ces do estudo), La (L. amazonensis),

Lb (L. braziliensis) e Li (L. infantum). As Amostras A% A® e A° foram identificadas como L. infantum.

A infeccdo canina, no municipio de Ouro Preto, é uma confirmagdo da transmissdo da LV. Em
busca de maiores esclarecimentos epidemioldgicos quanto a situacdo dessa doenca nesta regido, o estudo
entomolégico também foi realizado. A captura de flebotomineos foi estabelecida em sete pontos, todos
eles em peridomicilios de residéncias que apresentavam cées soropositivos (DPP® +/ELISA +) (Figura
10). Os pontos de coleta apresentavam altitudes distintas, sendo o distrito de Ant6énio Pereira o de menor
altitude média (860m) e o distrito de Lavras Novas o de maior (1369 m). Foi capturado o total de 49
flebotomineos em todos os pontos estabelecidos, independente da altitude, sendo que o Lu. longipalpis foi
encontrado apenas nos distritos de Ant6nio Pereira e Cachoeira do Campo. Os nimeros de exemplares de
flebotomineos, coletados no periodo de um ano de acordo com sexo, infec¢do canina, altitude e distrito de

coleta estdo apresentados na Tabela 7.
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Figura 10: Pontos de coleta entomol6gica no municipio de Ouro Preto, em 2017.

Tabela 7: Numero de flebotomineos capturados no periodo de junho de 2017 a maio de 2018, de acordo

com o sexo, distrito de coleta e altitude dos pontos de coleta, no municipio de Ouro Preto, Minas Gerais.

Nudmero de flebotomineos

Distritos Altitude (m)
Média Machos Fémeas Total
(ponto de captura)

Antdnio Pereira 860 2 (10,5%) 2 (6,7%) 4 (8,2%)
Bocaina 1109 7 (36,8%) 10 (33,3%) 17 (34,7%)
Cachoeira do Campo 1039 9 (47,4%) 17 (56,7%) 26 (53,0%)

Lavras Novas 1369 1(5,3%) 1 (3,3%) 2 (4,1%)
Total - 19 (100%0) 30 (100%) 49(100%)

O numero total de fémeas de flebotomineos coletados foi de 30 (61,2%) e de machos 19 (38,8%).

A razdo de fémeas/machos foi de 1,57. O distrito de Cachoeira do Campo foi o local com 0 maior nimero

de flebotomineos capturados. Ao contrario do que era esperado, o distrito de maior frequencia da LVC

(Antonio Pereira) foi 0 que apresentou 0 maior nimero de Lu. longipalpis (n=3). Ao comparar altitude e

nimero de possiveis vetores para LV, nota-se que os distritos localizados em altitude menores
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apresentaram o maior numero de coleta, levando em consideracdo que o distrito de Antdnio Pereira ndo
obedeceu a esse tipo de observacéo.

Do total de 49 espécimes capturada, apenas dois exemplares ndo foram identificados. A
identificacdo realizada conforme classificagdo proposta por Galati (2003) revelou a presenca de oito
géneros e o total de 12 espécimes nos distritos avaliados. A fauna de flebotominica, encontrada no
municipio de Ouro Preto, foi: Lutzomyia longipalpis (Lutz&Neiva, 1912) (8,16%); Evandromyia lenti
(Mangabeira, 1938) (18,37%); Brumptomyia spp. (Franca & Parrot, 1921) (8,17%); Brumptomyia
troglodytes (Lutz, 1922) (2,04%), Brumtomyia ortizi (Silva & Falcdo 1971) (6,12%), Evandromyia
cortelezzii (Brethes, 1923) (4,09%), Evandromyia termitophila (Martins, Falcdo & Silva, 1964) (2,04%);
Migonemyia migonei (Franga, 1920) (8,16%), Pintomyia fischeri (Pinto, 1926) (14,29%), Pintomyia
misionensis (Castro, 1959) (2,04%), Psychodopygus lloydi (Antunes, 1937) (24,48%) e Psychodopygus sp.
(Foratttini, 1971) (2,04%) A espécie Psychodopygus lloydi foi a que apresentou a maior nimero de
exemplares capturados (n=12). As espécies Brumptomyia troglodytes, Evandromyia termitophila e
Pintomyia misionensis tiveram apenas um exemplar coletado. A Tabela 8 apresenta 0 sexo e as espécies

de flebotomineos que foram resultantes do estudo entomoldgico realizado no municipio de Ouro Preto.

Tabela 8: Espécies identificadas, sexo e nimero de flebotomineos capturados no estudo entomolégico
realizado, no municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, no periodo de junho de 2017 a maio de 2018.

Flebotomineos identificados Machos Fémeas Total Porcentagem
Evandromyia lenti 2 7 9 18,37%
Brumptomyia spp. 1 3 4 8,17%

Brumptomyia troglodytes 1 - 1 2,04%
Brumtomyia ortizi 3 - 3 6,12%
Evandromyia cortelezzii 1 1 2 4,09%
Evandromyia termitophila - 1 1 2,04%
Lutzomyia longipalpis* 2 2 4 8,16%
Migonemyia migonei* 3 1 4 8,16%
Pintomyia fischeri 2 5 7 14,29%
Pintomyia misionensis - 1 1 2,04%
Psychodopygus lloydi 4 8 12 24,48%
Psychodopygus sp. - 1 1 2,04%
Total 19 30 49 100%

* Espécies suspeitas de serem vetoras de Leishmania spp.
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A captura da espécie Lu. longipalpis, foi realizada em dois distritos do municipio de Ouro Preto, o
distrito de Antonio Pereira e o distrito de Cachoeira de Campo. As espécies Pintomyia fischeri e
Psychodopygus lloydi foram encontradas em dois distritos vizinhos, Rodrigo Silva (localidade Bocaina) e
Cachoeira do Campo. Embora o nimero de flebotomineos capturados ndo tenha sido alto, a diversidade de
espécies encontradas superou o numero de pontos de captura. O distrito de Cachoeira do Campo
apresentou oito espécies capturadas. A seguir, a Tabela 9 revela a diversidade de flebotomineos
capturados e seus pontos de captura no municipio de Ouro Preto.

Tabela 9: Diversidade de flebotomineos capturados e sua origem de captura no municipio de Ouro Preto,

no periodo de junho de 2017 a maio de 2018.

Distritos de Coleta

Espécies Total
Antonio Pereira Bocaina  Cachoeira Campos Lavras Novas
(860m) (1109 m) (1039 m) (1369 m)

Evandromyia lenti - - 8 1 9
Brumptomyia spp. - 4 - - 4
Brumptomyia troglodytes - - - 1 1
Brumtomyia ortizi - 3 - - 3
Evandromyia cortelezzii 1 - 1 - 2
Evandromyia termitophila - - - 1
Lutzomyia longipalpis* 3 - 1 - 4
Migonemyia migonei* - - 4 - 4
Pintomyia fischeri - 1 6 - 7
Pintomyia misionensis - - 1 - 1
Psychodopygus lloydi - 8 4 - 12
Psychodopygus sp. - - 1 - 1

Total 4 17 26 2 49

* Espécies suspeitas de serem vetoras de Leishmania spp.

O estudo entomoldgico permitiu que dados climaticos fossem contrastados com o nimero de
flebotomineos capturados em cada més. Os dados de temperatura, umidade relativa do ar, precipitacdo
pluviométrica mensal e velocidade do vento foram os registrados. Observa-se um maior numero de
flebotomineos coletados nos meses em que ocorreram maiores temperaturas (Figura 11), maior umidade
relativa do ar (Figura 12) e maior precipitagdo (Figura 13). A figura 14 demonstra que 0s meses em que a

velocidade do vento foi menor, foram os mais propicios para a captura do vetor.
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Figura 11: Gréfico de distribuicdo dos flebotomineos capturados com relagcdo a temperatura (°C), no
municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, no periodo de junho de 2017 a marco de 2018.
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Figura 12: Distribuicdo dos flebotomineos capturados com relacdo & umidade relativa do ar (%), no

municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, no periodo de junho de 2017 a mar¢o de 2018.
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Figura 13: Distribuicdo dos flebotomineos capturados com relacéo a precipitagdo (mm), no municipio de
Ouro Preto, Minas Gerais, no periodo de junho de 2017 a mar¢o de 2018
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Figura 14: Distribuicdo dos flebotomineos capturados com relagdo a velocidade do vento (km/h), no

municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, no periodo de junho de 2017 a marco de 2018.
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A infeccdo natural ndo foi evidenciada em nenhuma amostra das fémeas (n=30) de
flebotomineos coletados. O PCR cacofonia (gene constitutivo do DNA de flebotomineos) foi positivo para
todas as amostras, ndo detectando nenhum amplificado do DNA de Leishmania. Essa técnica ndo somente

avaliou a presenca de infec¢do das amostras, como também validou o processo de extragdo do DNA.
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6. DISCUSSAO

A investigacdo realizada no presente estudo, contou com um inquérito amostral em que a
frequéncia dos cées avaliados superou a frequéncia esperada para a maior parte dos distritos ou
localidades, de acordo com a campanha de vacinagdo antirabica do ano de 2016. A infec¢do canina por
LV foi definida por diferentes métodos diagnosticos, e foi calculada a acurécia e os indices de validade
dos testes empregados. A baixa concordancia dos métodos soroldgicos com o método molecular foi
observada. O método ELISA (kit Bio-maguinhos) apresentou 37,5% e 62,2% de sensibilidade e
especificidade, respectivamente. O mesmo método, porém, de fabricante diferente (kit-UFMG) obteve o
menor resultado de sensibilidade (19,4%) e alta especificidade (95,8%). O método cromatografico DPP®
também revelou comportamento similar, baixa sensibilidade (50%) e maior especificidade (87,9%). Os
valores do Kappa ndo ultrapassaram o valor de 36,8%. A prevaléncia da LVC no municipio de Ouro
Preto, considerando a concordancia dos métodos sorolégicos DPP® e ELISA (Bio-manguinhos) foi de
1,93%. No entanto, considerando o diagnéstico molecular (QPCR-KDNA), cées estavam infectados e a
prevaléncia da infeccdo passou a ser de 20,0%, indicando areas de expansdo da doenca. A espécie
responsavel pela infeccdo dos cédes foi a L. infantum. A prevaléncia da LVC variou significativamente
entre as areas avaliadas e o principal vetor da doenga, o L. longipalpis, foi encontrado em dois distritos do
municipio.

O céo doméstico é considerado o reservatorio de maior importancia epidemioldgica para LV,
sendo a principal fonte da infeccdo em &reas urbanas (Teles et al., 2015; Werneck, 2016). A deteccdo
precisa do animal infectado é crucial para reduzir a transmissdo da doenca para 0os humanos e conter a
disseminacgdo geogréfica (Anfossi et al., 2018). A estreita proximidade com o homem, a suscetibilidade ao
parasito, o alto parasitismo cutaneo, a permanéncia do cdo assintomatico por um grande periodo de tempo
e a elevada prevaléncia da doenga nesses animais faz com que a o reservatério canino seja incluido na
dindmica de controle da LV (Dantas-Torres et al., 2019). Sendo assim, o0 manual de vigilancia e controle
da LV (Brasil, 2006) determina o inquérito canino como uma das ferramentas de fundamental relevancia
(Peixoto et al., 2015), tendo o delineamento amostral e a acuracia dos métodos diagndsticos como pontos
primordiais para o sucesso das medidas de intervencéo.

A populacdo de 726 cées avaliados, contou em sua maioria com animais de médio a grande porte
(n=508; 70,0%), que possuiam pelo curto (n=450; 62,0%) e ndo permaneciam soltos na rua (n=379;
52,2%). De acordo com Franca e Silva et al (2003) cdes com pelo curto, e de determinadas ragas
apresentam maior suscetibilidade & infeccdo por LV. As caracteristicas observadas nesta amostra também
foram semelhantes as observadas por de Almeida Leal et al. (2017), que as definiram como fatores de

risco associados para a LV. Segundo esses autores, cées de tamanho médio possuiam de 1,3 a 1,8 vezes
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mais chances de serem infectados por LV, além disso, terem pelo curto e o fato de dormirem no quintal
faziam com que esses tivessem 1,8 e 2,6 vezes mais chances de adquirirem a doenca respectivamente.

Quanto aos sinais clinicos sugestivos para LVC, a investigacdo no municipio de Ouro Preto, se
deu em animais em sua maioria assintomaticos (78,5%). A falta de sinais clinicos € uma condi¢do
observada na maioria dos cdes soropositivos para a LV, sendo esses capazes de infectar o vetor e
manterem o ciclo de transmisséo (Coura-Vital et al., 2011; Abrantes, 2018).

O emagrecimento (n=69; 44,2%) e dermatite localizada/generalizada (n=39; 25,0%) foram os
sinais mais recorrentes quando o cdo apresentava sinais sugestivos para a doenca. Figueiredo et al. (2014)
em estudo no municipio de Colares, estado do Pard, também observou que as alteragfes cutaneas foram
um dos sinais mais frequentes nos cées sororeagentes. No entanto, tanto nos estudos de Figueiredo et al.
(2014) quanto nos estudos de Silva et al. (2017) a maioria dos cdes sororeagentes para a LV nédo
apresentavam nenhum sintoma da doenca.

A avaliacéo clinica é complexa, sendo apenas uma das informagGes para o diagnostico da LVC.
Estudos apontam que mais da metade da populacdo canina infectada permanece assintomatica e, quando
0s sinais clinicos aparecem, esses podem ser facilmente confundidos com outras enfermidades (lkeda-
Garcia & Feitosa, 2006; Queiroz et al., 2010). Diante dessa complexidade, o diagndéstico clinico deve ser
associado a outros métodos para uma informacdo mais precisa sobre a existéncia da infecgdo (Freitas et
al., 2012).

O método soroldgico é amplamente empregado no diagndstico da LVC, sendo um dos principais
determinantes da infeccdo em inquéritos caninos. No entanto, a acuracia desse diagndstico vem sendo
questionada. Segundo Romero & Boelaert (2010), Grimaldi et al. (2012) e Werneck (2016) falhas nos
métodos soroldgicos sdao um dos fatores que contribuem para a ineficiéncia das acdes de vigilancia e
controle da LV.

Atualmente, de acordo com o que é preconizado pelo MS (norma técnica 2011), o método ELISA
(kit Bio-manguinhos) é o teste soroldgico empregado como confirmatério para a constatagdo da infec¢do
do céo. De acordo com as avaliagOes de Ferreira et al. (2007), da Silva et al. (2012) e Laurenti et al.
(2014) este método apresenta uma maior sensibilidade do que especificidade, contrariando o seu emprego
como método de confirmacdo do diagndstico. No presente estudo ao ser comparado o ELISA (kit Bio-
manguinhos) com o (kit UFMG) foi observado que o primeiro identificou um maior nimero de cées
infectados (n=60) e um menor nimero de indeterminados (n=7). Destes apenas 10 cdes permaneceram
como positivos e um como indeterminado pelo ELISA kit (UFMG). A variagdo e pouca concordancia
entre esses metodos podem ser explicadas pelo antigeno utilizado em cada kit. O ELISA (kit Bio-
manguinhos) utiliza o antigeno ndo especifico para Leishmania viscerotropica (Leishmania major-like)

diferentemente do ELISA (kit UFMG) que utiliza antigeno bruto, porém especifico (L. infantum).
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Segundo Assis et al. (2008) variacdes de sensibilidade e especificidade podem ocorrer quando antigenos
brutos de Leishmania spp. sdo empregados. Os antigenos brutos de modo geral tendem a apresentar
maiores sensibilidades quando comparado aos antigenos especificos (Rodriguez-Cortés et al., 2010). No
entanto, o antigeno bruto favorece reagdes cruzadas com outras doencas (Rosario et al. 2005) visto que 0s
animais investigados também poderiam estar com co-infecgoes.

A partir de 2011, o Ministério da Satde brasileiro adotou 0 método cromatografico DPP® como
um dos testes diagndsticos para a LV. Este substituiu o método de imunofluorescéncia indireta (IFI) e foi
estabelecido como método de triagem (Coura-Vital et al., 2014). Estudos apontam para questionamentos
quanto a efetividade desse algoritmo, na medida em que o DPP® é titulo dependente, mantendo muitos
cdes falsos negativos nas areas endémicas (Grimaldi et al., 2012; de Santis et al., 2013). Segundo Grimaldi
et al. (2012) e Quinnell et al. (2013), os testes cromatograficos baseados no antigeno rk39 apresentam
sensibilidades baixas para serem utilizados como pardmetros para medidas de controle da LVC. Neste
estudo o método DPP® identificou apenas 23% (n=14) das 60 amostras positivas pelo ELISA (kit Bio-
manguinhos) e os sete cdes com absorbancia dentro da faixa de zona cinza (indeterminados) apresentaram
resultado negativo neste teste.

Ao contrério, o kit UFMG em relacéo ao DPP® apresentou maior co-negatividade (88,5%) do que
co-positividade (66,7%). A concordancia entre esses métodos pode estar associada as semelhancgas entre
0s antigenos utilizados. Ambos os diagndsticos apresentam antigenos quimicamente definidos e
especificos do parasita L. infantum, o que faz com que esses sejam mais concordantes. A associagdo em
série desses métodos diagnosticos favorecem a alta especificidade, mas, no entanto menor capacidade de
deteccéio da infeccdo. Lopes et al. (2017) observou que os métodos sorolégicos (DPP® e ELISA) séo
precisos na identificacdo de animais infectados, mas a baixa sensibilidade faz com que esses deixam de
identificar um nimero ndo desprezivel de falso negativos. Teixeira et al. (2019) em um estudo destinado a
validar os testes soroldgicos para LVC, constatou que os métodos do ELISA (antigeno especifico rK39) e
o DPP® possuiam sensibilidades baixas (37,68% e 21,74% respectivamente) e alta especificidades
(92,59% e 83,33% respectivamente), concluido que os indices de sensibilidade devem ser a prioridade no
desenvolvimento de novos testes sorolégicos, principalmente para o grupo de cdes assintomaticos.

Em relagdo ao gPCR (KDNA), os métodos soroldgicos demonstram apresentar falhas diminuindo
a validade e a acurécia entre esses métodos. Em estudos de validagdo como este, que utilizaram o método
molecular como referéncia, foi possivel concluir que a concordancia dos métodos sorolégicos variou de
baixa a moderada, gerando impacto nas medidas de controle quanto a eliminagcdo do reservatorio canino
(Lopes el al., 2017; Teixeira et al., 2019). Em relacdo ao kDNA, o método ELISA (kit Bio-manguinhos)
obteve baixo indice de sensibilidade (37,5%) e especificidade (62,2%) ndo sendo esse eficiente na

identificacdo de 20 cdes (62,5% de falsos negativos). Comportamento similar foi observado no método
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ELISA (kit-UFMG), em que o numero de cées falso negativos foi igual a 25, equivalente a 80,6%. A falta
de precisdo desses métodos deixou de identificar uma parcela considerdvel de animais infectados, que
permaneceram na area e que poderiam ser responsaveis pela manutencdo do ciclo de transmisséo da LV.
O teste cromatografico DPP® também ndo apresentou bom desempenho, apesar de ter sido avaliado em
uma subamostra, podendo ter deixado 50% de falsos negativos na area. A falta de significancia (p = 0.79)
entre 0 DPP e 0 qPCR pode estar atrelada ao nimero e tipo de amostras investigadas pelo teste. Passaram
por investigacdo do DPP® apenas 120 amostras que ja haviam sido classificadas pelo método do ELISA
(kit Bio-manguinhos) como: positivas, negativas ou indeterminadas.

O desempenho do diagndstico molecular fez com que este fosse escolhido como padrdo de
comparagdo (padrdo ouro) para avaliar o indice de desempenho dos métodos sorolégicos (ELISA e
DPP®). Segundo Carson et al. (2010), o método da PCR quantitativa (QPCR) passa a ser considerado o
método mais confiavel por apresentar alta sensibilidade. De acordo com o alvo escolhido a sensibilidade
desse teste é capaz de detectar entre 0,001 a 0,1 parasitas por reacdo. A maioria dos testes moleculares
destinados & deteccdo de espécies de Leishmania tem como alvo os minicirculos de DNA contidos
cinetoplasto do parasito (kDNA) (Travi et. al, 2018). Segundo Yildiz Zeyrek et al. (2017) o KDNA é um
dos alvos ideais para o diagnostico de leishmanioses.

Varios protocolos baseados na gPCR tém sido descritos para Leishmania, e muitas sequéncias
alvo ja foram identificadas, como também um grande nimero de iniciadores especificos foram desenhados
(Hussain et al. 2017). O minicirculo do KDNA é o alvo mais descrito dessa técnica e sua vantagem esta no
alto nimero de cdpias, garantindo maior sensibilidade no diagnostico (Galluzzi et al. 2018). Por isso, a
escolha deste para a validagdo do inquérito realizado nesse presente estudo. No entando, essas multicopias
do miniciculo do kDNA podem afetar a quantificacdo da carga parasitaria de uma amostra, sofrendo esse
namero variacdo entre as espécies de Leishmanias ou entre isolados de uma Unica espécie (Mary et al.,
2004; Weirather et al. 2011). Sendo assim, tal fato justifica a auséncia de resultados de quantificacdo doa
animais positivos deste estudo.

Entendendo as limitacBes ao se utilizar o alvo do minicirculo do KDNA e tendo o intuito de
descrever a relacdo entre parasitemia do cdo e diagnostico sorolégico, deverd ser adicionado a esse estudo
a quantificagdo a partir de um gene de cépia Unica. Alvos gendmicos, como descritos por Bretagne et al.
(2001), possuem melhor precisdo quantitativa. Mas estes ndo poderiam ter sido pensados para toda a
conduta do presente estudo, pois possuem baixa sensibilidade, ndo detectando amostras de baixas cargas

parasitarias que poderiam acontecer em cées assintomaticos ou em inicio de infeccéo.
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O resultado do kappa para todos os métodos sorolégicos se revelou fraco. Essa discordancia entre
0s métodos soroldgicos e 0 gPCR (KDNA) pode estar relacionada a maioria dos animais positivos
apresentarem uma baixa carga parasitaria (<50 parasitos/mL), auséncia de sinais clinicos (n=24) e baixa
resposta imunoldgica (diagnostico soroldgico negativo com DO < 0,170 nm). Os resultados encontrados
vem ao encontro do que foi afirmado por Solano-Galego et al. (2011) e Torrecilha et al. (2016) quando
definem que o diagndstico da LVC é mais facil em animais sintométicos, por esses apresentarem altos
niveis de anticorpos e uma maior carga parasitaria no sangue e nos tecidos. Reis et al. (2006) relataram
gue o tipo e a concentra¢do de imunoglobulina podem variar de acordo com o estado clinico e carga
parasitaria do cdo infectado. Segundo Riboldi et al. (2018), o método molecular é uma alternativa precisa
de diagnostico para a LVC, especialmente em cées assintomaticos em areas ndo endémicas.

Os inquéritos caninos, principalmente em areas nao endémicas e de transmissao esporadica como
0 municipio de Ouro Preto, necessitam de métodos que apresentem um menor nimero de falsos negativos
e que sejam mais sensiveis na detec¢do do parasito, frente a baixa prevaléncia esperada e consequente
necessidade de se utilizar métodos com maior valor preditivo dos resultados negativos. No entanto, 0s
valores de especificidade ndo sdo menos importantes, pois determinam a eliminagdo do cdo. De acordo
com Pessoa-e-Silva et al. (2019) resultados falso-positivos e falso-negativos podem estar ocorrendo nos
programas de controle e, dessa forma a estratégia de eutanasia dos cdes infectados deve ser repensada e
discutida. Em relacdo ao gPCR (kDNA), o ELISA (kit UFMG) foi o que apresentou maior especificidade
(95,8%), seguido do DPP (87,9%). O ELISA (kit Bio-manguinhos), em funcdo de sua alta sensibilidade,
apresentou menor especificidade (62,2%). De forma que os primeiros, ao contrario do proposto, deveriam
ser utilizados como métodos confirmatdrios e ndo como triagem, como atualmente definido para o0 DPP®.

A estreita relacdo de casos caninos e humanos para a LV (Troncarelli et al., 2012; Campos et al.,
2017) faz com que a eliminag&o do reservatorio ainda prevalega como medida de controle. Os estudos de
Franca-Silva el al. (2003), Maia et al. (2008) e Costa et al. (2013) demonstram relacdo positiva entre a
eliminacdo de cées infectados e a diminuicdo dos casos de LV humana. Porém, Costa (2011), Dantas-
Torres et al. (2019) e Pessoa-e-Silva et al. (2019) apontam que tal medida néo é eficiente na contencéo da
doenca. Um dos motivos, para a controvérsia entre os autores, pode estar relacionado & baixa acuracia dos
inquéritos sorologicos, fato esse que possibilita a permanéncia de cdes infectados na éarea, garantindo a
permanéncia da dindmica de transmissdo da LV (Costa et al., 2018). Além disso, é importante considerar
que existe a dificuldade de operacionalizacdo do diagndstico diante do grande nimero de amostras
geradas pelos inquéritos censitarios caninos, a répida reposicdo de cdes em substituicdo aos animais
eliminados e a pouca atuagdo da educacdo em saude no controle da doenga.

Desde 0 ano de 2001, o municipio de Ouro Preto vem registrando casos esporadicos de LV
humana. Segundo dados do SINAN/SVS/MS (2018), foram notificados oito casos de LV entre 0s anos de
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2010 a 2017, sendo quatro destes confirmados como autoctones. No entanto, mesmo diante desse registro
de casos, pouca atengdo tem sido dada a infeccdo. Os resultados de frequéncia da LVC e do estudo
epidemioldgico sdo as primeiras informagfes quanto a transmissdo da doenga no municipio.

O presente estudo descreveu distintos percentuais de prevaléncia, considerando os diferentes
métodos diagndsticos que foram utilizados. Levando em consideragdo a prevaléncia determinada pela
concordancia de reatividade entre o método DPP® e ELISA (Biomanguinhos), métodos adotados pelo MS,
0 municipio de Ouro Preto apresentou 1,93% (14/726) de prevaléncia da LVC, atingindo seis areas
distritais: Amarantina, Anténio Pereira, Glaura, Lavras Novas, Rodrigo Silva e Santo Anténio do Salto.
Considerando o diagnéstico molecular (QPCR-KDNA), a prevaléncia foi mais elevada (19,9%) e
descrevendo uma maior area de transmissdo da doenca (apenas trés distritos ndo tiveram cées infectados).
Tais dados demonstram a presenca do reservatorio canino e classificam o municipio de Ouro Preto como
area esporadica de transmissao para LV (<2,4 casos nos ultimos 5 anos), segundo o manual de controle e
vigilancia da LV (Brasil, 2016).

Estudo semelhante a este, foi realizado por Riboldi et al. (2018) em uma nova area de expansao da
LV na regido metropolitana do Parana. Esses pesquisadores utilizaram os métodos soroldgicos
preconizados pelo MS (DPP® e ELISA Bio-manguinhos) e também o gPCR como meios para descrever a
prevaléncia. O diagnostico molecular detectou 4% de prevaléncia da LVC ao contrario dos métodos
sorolégicos que s6 constataram 1,7% de cées infectados. Utilizando o kit UFMG associado ao DPP® essa
prevaléncia foi menor (1,4%). Em Minas Gerais, no municipio Formiga, utilizando métodos soroldgicos
semelhantes (DPP® e ELISA), diagnéstico molecular a partir do LnPCR e investigando também uma area
recente para transmisséo da LV, Menezes et al. (2015) observaram uma prevaléncia de 5,8% e 7,9% para
o diagndstico soroldgico e molecular respectivamente, registrando que dez cdes estavam infectados por L.
infantum e trés por L. braziliensis no municipio de Formiga. Assim como nesse Ultimo estudo, Ouro Preto
identificou dez cdes infectados por L. infantum apontando a circulagdo e o risco de transmissdo da LV
para humanos.

O georeferenciamento e construgdo de mapas tematicos permitiram a compreensao dos padrdes
espaciais da doenca, sugerindo que alguns fatores ambientais como altitude e clima estariam associados a
ocorréncia da transmissdo. Vérios autores tem utilizado essa metodologia para 0 monitoramento das
medidas de controle e planejamento em satde (Machado-Coelho et al., 1999; Margonari et al., 2006;
Prado et al., 2011; Mayrink et al., 2013; Borges et al., 2014; Menezes et al., 2015; Toledo et al., 2017). Os
mapas de distribuicdo geografica da LVC, fornecidos por este estudo, demonstram uma distribui¢do
heterogénea da doenca quanto aos métodos de investigagdo utilizados. O diagndstico do ELISA (kit Bio-
manguinho) apresentou uma ampla area de infeccéo, ao contrario do kit-UFMG, que determinou apenas

quatro distritos com ces infectados. A concordancia dos métodos preconizados pelo MS (DPP® e ELISA)
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delimitou uma menor area de transmissdo. O diagnostico molecular demonstrou que quase todo o
municipio de Ouro Preto, est& sobe o risco de infeccdo humana, tendo detectado o reservatério canino em
quase todas as sedes distritais e apresentando a existéncia da dispecdo da zoonose. Esses resultados
sugerem que a doencga possa teradentrado no municipio a partir de areas endémicas como Belo Horizonte
(83 casos humanos notificados em 2017) e de transmissdo esporadica como Mariana e Itabirito (2 casos
humanos nos ultimos 5 anos) (SINAM 2018). Tal suposi¢do foi levantada, por que as areas com maior
prevaléncia da infec¢do canina, detectada tanto por sorologia quanto pelo diagnostico molecular, séo
aquelas que fazem limites ou que apresentam maior fluxo de pessoas provenientes desses locais.

Adaptacdo de reservatorios e vetores a ambientes modificados geram diferentes padrbes de
transmissdo e fazem com que a LV apresente complexidade de controle (Curti, 2009; Ferreira et al., 2012;
Maia et al., 2018). A expansdo dessa doenga no meio urbano e periurbano tem como fator significativo a
modificacdo do ambiente (Teles et al., 2015; Silva et al., 2016). A intervencdo do homem no meio elimina
0s habitats naturais de vetores e reservatdrios e faz com que os seres humanos venham a participar do
ciclo de transmissdo da doenga (Antonialli et al., 2007). Ouro Preto por ser um municipio turistico,
universitario e que possui a mineragdo como uma das suas fontes de economia, certamente convive e sofre
com possiveis consequéncias da agdo antropica. Fatores como migragdo/turismo, movimentacdo de
animais, interferéncia do homem no ambiente, extrativismo mineral, uso inadequado do solo, ocupagéo de
areas de forma inadequada, sdo condicdes que contribuem para a transmissao da LV (Gontijo & Melo,
2004; Baneth et al., 2008; Mird et al., 2008; Werneck, 2008; Cerbino-Neto et al., 2009; Scandar et al.,
2011; Torres-Guerrero, 2017).

O municipio de Ouro Preto, apesar de baixa abundancia de espécimes, apresentou uma grande
riqueza de espécies. O estudo entomoldgico permitiu identificacdo de 12 espécies de flebotomineos
pertencente a seis géneros. O distrito de Cachoeira do Campo foi 0 que apresentou maior diversidade,
tendo sido capturado nesse local, oito espécies de fleb6tomineos.

A principal espécie vetora dessa zoonose, a L. longipalpis, foi capturada nos distritos de Anténio
Pereira e Cachoeira do Campo que apresentam proximidades com &reas endémicas (Mariana e Itabirito,
Belo Horizonte, respectivamente) e estdo proximos a rodovias de acesso ao municipio. Cardim et al.
(2016) observaram que a expansdo dos casos humanos de LV ocorridos na regido oeste do estado de Sdo
Paulo parece estar relacionada ao fluxo de pessoas, mercadorias e servicos por ferrovias e, principalmente,
por rodovias da regido. A expansdo da LV canina e humana no municipio de Belo Horizonte vem sendo
observada desde 1993 e, Belvilacqua et al. (2001) descreveram que essa zoonose foi introduzida a partir
de foco existente no municipio vizinho de Sabara.

Este estudo foi o primeiro relato sobre a fauna flebotominica do municipio de Ouro Preto. Dentre

as espécies epidemiologicamente importantes além do Lu. longipalpis, também foi identificada a espécie
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Migonemyia migonei. Esta ultima é predominantemente encontrada em &reas endémicas, apresentando
grande relevancia epidemioldgica para a transmissédo LTA (Dias et al., 2017; Loiola et al., 2007; Brazil et
al., 2011; Pere-Dias et al., 2016). O municipio de Ouro Preto, segundo registros do SINAN/SVS/MS,
desde o ano de 2001 registra casos de LTA. Até o ano de 2017 ja foram registrados 25 casos, sendo que
todos os casos foram definidos como autoctones. Tal registro sugere que a espécie Migonemyia migonei
pode estar associada a transmissdo de L. braziliensis na regido. No entanto, alguns estudos demonstram
que flebétomos dessa espécie foram também encontrados infectados por L. infantum, sugerindo que esses
podem ser vetores potenciais da LV em locais sem registo de Lu. longipalpis (Carvalho et al., 2010; Moya
etal., 2015).

Dentre a fauna de flebotomineos coletada, observou-se que dos 49 insetos capturados, oito
(16,32%) pertenciam a trés espécies distintas de flebotomineos do género Brumptomyia. Os flebotomineos
desse género ndo possuem importancia epidemiol6gica na transmissdo das leishmanioses. Estes foram
coletados no distrito de Lavras Novas e no distrito de Rodrigo Silva (Loc. Bocaina), locais com
prevaléncia de LVC.

A espécie encontrada em maior nimero (24,5%) foi a Psychodopygus lloydi. Essa é comumente
encontrada principalmente na regido sudeste do Brasil, e estudos realizados em Minas Gerais levantam
suspeitas quanto a sua capacidade vetorial (de Lima Carvalho et al., 2011; Quaresma et al., 2012; Rego et
al., 2015). Tonelli et al. (2017) sugere que a espécie Psychodopygus lloydi pode estar envolvida com a
transmissdo da LTA no estado de Minas Gerais, afirmando que em sua investigacdo no Parque Natural do
Caraca essa espécie foi encontrada infectada por L. braziliensis.

Espécies do género Evandromyia foram capturadas em todos os distritos, sendo representadas por
trés espécies: Evandromyia cortelezzii, Evandromyia lenti e Evandromyia termitophila. O comportamento
ndo vetorial, ndo antropofilico, silvestre e refratario ao desenvolvimento de espécies de Leishmania sp.
(Young & Duncan 1994; Brazil et al., 1997; Rangel & Lainson, 2005) vem sendo questionado nesse
género. Dados de Rosa et al. (2012) em estudos realizados na Argentina, reforcam a hipétese de que os
membros do complexo cortelezzii atuam como vetores das leishmanioses. Nos estudos entomoldgicos
realizado por Margonari et al. (2010) e Paiva et al. (2010) espécies do género Evandromyia foram
encontrados infectados por L. braziliensis. Os trabalhos de Carvalho et al. (2008) e Saraiva et al.(2010)
capturaram as espécies E. cortelezzii, E. lenti, respectivamente, infectadas por L. infantum. Essa infec¢do
da espécie E. cortelezzii também foi relatada por Lana et al (2018) em Ipatinga, municipio de Minas
Gerais endémico para LV. Recentemente, Lopes et al. (2019) em seu estudo no municipio de Itatna,
Minas Gerais, também capturaram essas trés espécies do género Evandromyia e relataram a infecgdo de

todas elas por L. infantum.
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O género Pintomyia foi observado na captura e representado por duas espécies: Pintomyia fischeri
(14,29%) e Pintomyia misionensis (2,4%), sendo a primeira uma das mais frequentes entre as espécies
capturadas, tendo sido registradas no distrito de Rodrigo Silva (Loc. Bocaina) e Cachoeira do Campo.
Mesmo sendo de pouca importancia epidemioldgica para a LV, a espécie P. fischeri foi questionada no
estudo de Galvis-Ollavos et. al.(2017) como um vetor potencial para L. infantum, onde os parametros de
suscetibilidade a infeccao e expectativa de vida foram investigados.

O Unico exemplar do género Psychodopygus sp. foi encontrado no distrito de Cachoeira do Campo
e sua identificacdo, quanto a espécie, ndo foi possivel pela auséncia de algumas estruturas morfoldgicas
essenciais que foram perdidas durante o processo de captura/triagem. Esse género foi encontrado entre as
espécies mais abundantes capturadas em um estudo realizado no Parque Estadual do Rio Doce, area
endémica para a LTA (de Souza et al., 2015).

A compreensdo sobre transmissao das leishmanioses vai muito além da identificagdo/infeccéo das
espécies de flebotomineos. A infec¢do natural por Leishmania sp. fornece informagdes sobre o parasito
circulante, mas ainda ndo define o hospedeiro invertebrado como vetor. No entanto, a taxa de
flebotomineos infectados e a identificacdo correta do parasito sdo dados primordiais para estudos sobre a
capacidade vetorial e epidemioldgica das leishmanioses. Nenhum flebotomineo coletado no presente
estudo foi identificado positivo para infeccdo natural, apenas a identificagdo da fauna foi relatada.
Segundo Michalsky et al. (2011), mesmo em éarea endémica, a taxa de infeccdo natural no vetor é
considerada baixa.

O baixo nimero de flebotomineos capturados no municipio de Ouro Preto era esperado, por ser
classificado como uma area de transmissdo esporadica para a LV, e ainda pelo fato da area apresentar
clima tropical de altitude, ndo se tinha a perspectiva de uma alta densidade vetorial. Outros municipios
com transmissdo esporadica como observado por Menezes et al. (2015) no municipio de Formiga, Minas
Gerais, apresentaram também uma baixa densidade vetorial (224 espécimes) quando comparado com
municipios endémicos, tais como Belo Horizonte, Montes Claros, Governador Valadares (Michalsky et
al. 2005; Saraiva et al., 2017; Cardoso et al., 2019).

Quanto ao sexo, a razdo sexual entre machos/fémeas foi de 1:1,5, se contrapondo aos resultados
encontrados por Almeida et al. (2010) e Silvino et. al. (2017) que observaram uma razdo de
machos/fémeas de 3,74:1 e 2,46:1, respectivamente. Normalmente os estudos revelam um maior nimero
de machos capturados em relacdo as fémeas, devido ao comportamento sexual desses insetos. Machos
acompanham as fémeas a fim de garantir a fertilizacao.

A densidade vetorial foi comparada com a altitude e também com as variéveis climéaticas. Nota-se
que o maior nimero de flebotomineos foi capturado em distritos com altitudes entre 1039 a 1109 metros.

Resultado semelhante também foi observado por Yared et al. (2017) na regido noroeste da Etidpia, onde
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vetores para as leishmanioses foram registrados em altitudes que variaram de 500 a 1100 metros. Segundo
Vélez et al. (2019) altitudes superiores a 800 metros demonstram uma correlagdo negativa com a infeccdo
de cées por LV. O estudo de Margonari et al, (2006) observou uma maior prevaléncia da LVC em Belo
Horizonte, em &reas com altitudes entre 780 e 880 metros. Gélvez et al. (2010) ponderou que maiores
altitudes promoveriam um ambiente mais hostil ao flebotomineo. Mesmo diante dessas observacdes, o
presente estudo registrou prevaléncia de transmissdo da LVC e presenca de flebotomineos em &reas até
1369 metros, como no distrito de Lavras Novas.

Muitos estudos demonstram a relacdo existente entre variaveis climaticas, densidade vetorial e até
mesmo a adaptacdo das espécies vetoras a essas condi¢Oes (Barata et al.,2013; de Andrade et al., 2014;
Koch et al.,2017; Chalghaf et al., 2018). Sabe-se que o0 municipio de Ouro Preto apresenta clima tropical
de altitude, especifico das regides de montanha, apresentando varidveis climaticas correspondentes a essas
caracteristicas. Mesmo sendo uma area de clima ameno, foi possivel observar que os meses de maior
temperatura, umidade relativa do ar e de maiores pluviosidades influenciaram uma maior densidade
vetorial. Essas comparagdes entre dados climaticos (temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade)
também foi realizada por Michalsky et al. (2009) em seu estudo realizado em Montes Claros, onde
observou uma associacao positiva com a densidade do o Lu. longipalpis. Resende et al. (2006) e Saraiva
et al. (2015) também registraram uma maior densidade vetorial nos periodos quentes, Umidos e de maiores
volumes de chuva. Esses fatores interferem positivamente no desenvolvimento das larvas favorecendo um
maior nimero de flebotomineos (Forattini, 1973).

A maior velocidade do vento, observada nos meses de julho e agosto tiveram uma relacdo
negativa quanto ao namero de flebotomineos capturados no municipio de Ouro Preto. Segundo Oliveira et
al. (2010), em seu estudo no estado do Mato Grosso do Sul, observou que baixa velocidade do vento pode
favorecer o aumento populacional dos vetores das leishmanioses.

Os achados do presente estudo demonstram que 0 municipio de Ouro Preto se encontra em risco
para a LV humana, com a necessidade urgente de implementar a¢des de vigilancia e controle para prevenir
uma futura expansdo. Sendo comprovadas a existéncia de reservatorios caninos, a presenca do vetor Lu.

longipalpis e a circulagdo do agente etioldgico L. infantum.
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7. CONCLUSOES

As informacdes obtidas nesse estudo elucidaram pela primeira vez, elos do ciclo de transmissédo

da LV no municipio de Ouro Preto, permitindo estabelecer as seguintes concluses:

e Todos os distritos do municipio apresentaram cées infectados por LV, seja pela sorologia ou
pela PCR;

o A espécie de leishmania circulante nos cées infectados foi a L. infantum;

e O método diagndstico molecular indica que 33,3% dos resultados soroldgicos sdo falso-
negativos, demonstrando que os métodos soroldgicos empregados pelo MS apresentam falhas na
deteccdo de cdes infectados;

¢ O grande numero de cédes falsos negativos mantidos nos distritos, por ndo atenderem aos
critérios de eutanasia preconizados pelo MS, devem reduzir a efetividade das agbes de controle
adotadas pelo centro de zoonose;

¢ O diagnostico molecular foi o que apresentou maior sensibilidade na detecgdo de caes
infectados;

e O principal vetor da LV existente no municipio foi o Lu. longipalpis;

o A LVC esta dispersa pelo municipio, colocando em risco sua populacdo humana, indicando a
necessidade urgente de implementar acfes de vigilancia e controle para prevenir uma maior

expansao.
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8. LIMITAGCAO DO ESTUDO

O presente estudo contou com um delineamento amostral que superou a frequéncia esperada para
quase todas as areas investigadas no municipio de Ouro Preto. Apenas quatro distritos (Amarantina,
Cachoeira do Campo, Sede e Rodrigo Silva) dos treze investigados ndo tiveram o numero amostral
superior & frequéncia esperada. No entanto, a sede municipal foi o Unico local que apresentou grande
distanciamento da amostra planejada. Além disso, a existéncia de somente duas equipes de coleta, a
dificuldade de contencdo do animal e o consentimento do proprietario do cdo certamente, podem ter
contribuido para um menor nimero de amostras investigadas na sede.

O diagnoéstico sorolégico utilizando o método DPP® ndo avaliou todas as amostras, conforme
determinado pelo MS. Dispusemos de quantidade suficiente de testes apenas para confirmar uma
subamostra de cées positivos e indeterminados para 0 método do ELISA.

Assim como o diagnoéstico soroldgico é afetado pelo estado clinico do cdo, o resultado do
diagnostico molecular € influenciado pelo tipo de amostra analisada. Apesar do sangue total ndo ser a
melhor amostra a ser investigada, e saber-se que apresenta baixa parasitemia e maior nimero de inibidores
da PCR de acordo com o processo de extragdo do DNA (Reithinger et al. 2003), foi a amostra biologica
escolhida por ser menos invasiva e de mais facil coleta. Entretanto, apesar dessas limitagdes observamos
uma maior positividade por esse método do que pelos testes soroldgicos.

Segundo Dias et al. (2007) o ideal de um estudo entomoldgico é ter um periodo de coleta de no
minimo dois anos consecutivos. No entanto, tal recomendacdo ndo foi aplicada ao presente estudo em
virtude do custo financeiro para mais um ano de coleta. Mesmo diante dessa limitagdo foi possivel
capturar espécies vetoras para as leishmanioses e ainda, espécies do género Brumptomyia com poucos

registros no Brasil.
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10. ANEXOS

Anexo |

MINISTERIO DA EDUCAGAOD
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitinio - Mamo da Cruzeiro = [CEB-|, Sala 29
35400-000 « Ouro Predo - MG - Brasi
Fone (31) 3559 -1368 Fa: (31) 3589-1370
Email: ceuafpropp. ulop.br

i HEEE

OFICIO CEUA Ne. 184/2014, de 14 de Dezembro de 2016

llustrissime(a) Senhor(a)
Professor(a) Doutor{a) George Luiz Lins Machado Coelho
DECME/EMED

Senhor(a) Pesquisadoar|a),

Estamos erviando o cerlificade de gprovacdo do protecole n®.
2014/20, infilulado “Estudo sobre a leishmaniose visceral canina no municipio de
Ouro Preto, Minas Gerais.”.

2. Atendendo ao art. &% IX, da Resclugde Mormativa CONCEA n® 1, de
0%.07.2010, solicitamos que encaminhe a CEUA/UFOP o relatdrio final do projeto,
apds executd-lo. conforme modelo do sife da CEUA.

Atenciosamente,

Prof.? Dr.? Lenice Kappes Becker
Coordenadeora da CEUA/UFOP.
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Anexo Il
UFOF - UNIVER SIDADE FEDERAL DE OURD PRETOD
ESCOLA DE MEDICINA
Laborabdna da Epkdemiciogia de Doengas Perastarnas
Pridic da Medicina: Campus Universitdio UFDP
Sala 200 Telefore 35501004
UFQP Marm da Cruzeirs - CEP 35400-000
Frojeto: Ecoepidemiologia das Leishmanioses no Municipio de Ouro Preto
Nome do cio: Origem do animal: { ) Ouro Preto Codigo amostra:
{ ) Dutra cidade:
FProprietario: Enderego/Localidade:
Coordenadas: X /¥ Elevagio:
Sexo: ( ) Fémea ( ) Macho A maior parte do tempo o cio fica: Temperamento do Cdo:
FPorte: { ) Pequeno { ) Medio ( ) Grande | { ) No domicilio, preso dentro da residencia { ) Nio agressive
Pelo: { ) Carto { ) Médio { ) Longe { ) Solte, tendo acesso & rua { ) Agressive
Ectoscopia:
{ ) Ceratoconjutivite ( ) Opacificacio de Cornea { ) Hiperqueratinizagio do focinho
[ ) Dermatite - localizada { ) Dermatite - generalizada { ) Alopecia
[ ) Emagrecimento ({ ) Onicogrifose { ) Infecpdes Secundarias
( ) Paresia de membros posteriores
Classificacio Geral: ( ) Asinfomatico ( ) Simtomético

96



ROCHA, A.M.S. AnNexos

Anexo Il

UFOP = UNIVER SIDADE FEDERAL DE OUROQ PRETO
ESCOLA DE MEDICINA Q
Laboratdna da Epidemicogis do Dosngas Parastiras V
Prisilio di Madicing: Campus Univemitino UFOP
Sala 703 Talefare J5561004
Marm da Crugeing - CEP 35400-000

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Caro(e) morador(a),

Yook astd sando convidade (a) a participar do estudo; “Ecoepidemiologia das Leishmaniosss no municipio de Oure
Preto, Minas Gerais”. Esse wabalbo tem o objetive de determinar a prevalincia da Lelshmarioss Visceral Canina (LVC) mo
municipio de Oure Prato, Uma amostra de cies domiciliados no municipio, verd diagnosticads para Leiskmanioss Visceral (L), Sua
residincia foi escolhida para essa investigacio e, sendo assim, 3 coleta do sangue do seu cio serd realizada Os profissionaiy
responadvais pela peiquisa sio professores, pesquisadores & alunos da Universidade Federal de Ouro Prete (UFOP). Segue descrito
abaixo, os contatos desses profissionais & esses poderio ser procurados e questionados 1 qualquer momento sobre o4 objetives da
peaquisa. Vock pode cu nilo aceitar a participar da pesquisa, sendo que sua ndo aceitagio ndo acarvetard a vock danos ou diferenca de
cuidado. Alim disso, vock poderd recorrer a Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da UFOP a qualquer momensto pan
eaclarecimaento de questies eticas. Sua participagio serd espontinea & nio te causard senhum custo. Todos os exames serio costeados
pela pesquisa. Todos os dados e informagdes coletadas serio sigilosas & sua identidade nio serd revelada As amoswras biologicas
(sangue) & a3 informagBes coletadas serfio guardadas por cinco anos no Laboratério de Epidemiologia das Doancas Parasitirias da
Escola de Medicing da UFOP, sob a guards do coordenador da pesquisa (prof. George Luiz Lins Machado Coslho) & serfo utilizados
axclusivaments para essa pesquisa. Se tver alguma divida, pode nos pesguntar &, depois de esclarecidas, vock poderd ou nio aceitar
participar. Se aceitar, favor assinar abaixe.

Agradecemos a sua stengio.

Eu, identidade carscteriiticas da pesquisa
concerdel em participar da mesma, Nﬁmum|m1wmﬁuludmmﬂnmm‘pmm
participagdo. Em qualquer mamento, por vontade propria  sem necessidade de explicagdes, posso recusar-me 3 participar.

Asginatura;

Conwtos: Gearge Luiz Lins Machado Coelho' gmeoelbo@medicing. ufop br

Ana Maria Sumpaio Rocks | anssampaiorochahotmail com

Labaratcrio de Epidemiologia das Doengas Parasitirias / Excola de Medicing' UFOP/ telefome: (31) 3559-1004,
Comissio de Etica em Pesquisa Animal - UFOP/ Telefome: (31) 3550-1348; e-mail.ceau@prop.ufop.be
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