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RESUMO

No contexto das doencgas negligenciadas no Brasil, a Leishmaniose
Visceral (LV) é responsavel pela reducdo da expectativa de vida,
especialmente  em populacdes socialmente  marginalizadas e
imunologicamente comprometidas. O avanco da urbanizacdo da LV e o
aumento da coinfeccdo com HIV, tornou essa antropozoonose uma
doenca emergente. Com a confirmacéo dos primeiros casos autdctones de
leishmaniose visceral canina (LVC) no distrito da Lagoa da Conceicdo
em Floriandpolis, Santa Catarina, em 2010, 0 municipio passou a integrar
0 mapa de transmissdo da doenca. Sendo assim, o presente trabalho
objetivou um estudo soroepidemiolégico de leishmaniose visceral na
populacdo canina de 6 localidades de Floriandpolis (Itacorubi, Cérrego
Grande, Barra da Lagoa, Saco Grande, Ratones e Rio Tavares), adjacentes
a area do foco inicial. O protocolo oficial TR-DPP®/ELISA
Biomanguinhos/FIOCRUZ foi utilizado para deteccdo da infeccdo por
Leishmania infantum em amostras de soro de 567 caes. A analise dos
dados foi feita mediante estatistica descritiva a partir das informacoes
armazenadas em planilhas de Excel® e os dados gerados foram integrados
ao banco de dados do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) e da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A reatividade sorol6gica
foi comprovada por ambas as técnicas em 3,35% dos cdes (19/567). 42%
(8/19) dos caes soropositivos foram eutanasiados e destes foi realizada a
coleta de material biolégico para isolamento do parasito em cultura e
confirmacdo do diagnostico parasitolégico e/ou molecular. As amostras
isoladas foram identificadas por meio de PCR-RFLP e hibridizagdo com
sondas espécie-especifica. Dos 8 cdes eutanasiados, 50% (4/8) eram
assintomaticos do ponto de vista clinico. Todos os animais tiveram a
confirmacdo do diagndstico pelos métodos parasitolégico e molecular,
sendo identificado L. infantum como o agente infectante pela técnica de
hibridizag8o. A confirmacéo de casos autdctones de LVC em localidades
gue extrapolam as areas anteriormente investigadas mostra a expanséo da
doenca no municipio de Florianépolis e requer o desenvolvimento e
adogdo de politicas publicas mais ostensivas para a prevengao e controle
da doenga.

Palavras-chave: Leishmania infantum. C&es. Doenca tropical
negligenciada. Doenga emergente, Zoonoses.






ABSTRACT

Among the neglected diseases in Brazil, Visceral Leishmaniasis (VL) is
responsible for the reduction in life expectancy, especially for socially
marginalized populations and immunologically compromised patients.
The increasingly urbanization of VL and the co-infection with HIV turns
this anthropozoonosis an emerging infectious disease. Upon the first
autochthonous cases of canine visceral leishmaniasis (CVL) at Lagoa da
Conceicdo district in the city of Florianopolis, Santa Catarina state, in
2010, the city was considered as a new area of transmission of the disease.
The present study carried out a seroepidemiological survey of CVL in six
districts of Floriandpolis (Itacorubi, Cérrego Grande, Barra da Lagoa,
Saco Grande, Ratones and Rio Tavares), that are contiguous to Lagoa da
Conceicdo. The official protocol using TR-DPP® and ELISA for detection
of Leishmania infantum infection was applied to 567 serum samples. Data
analysis was performed via descriptive statistics that was then integrated
to the Zoonosis Control Center (CCZ) and Federal University of Santa
Catarina (UFSC) databases. Positive reactions confirmed by both
techniques were obtained for 3.35% of the dogs (19/567), among which,
eight were euthanized and submitted to diagnostic confirmation via
parasitological and/or molecular techniques. Molecular identification of
isolated Leishmania sp. samples was performed by PCR-RFLP following
hybridization with species-specific probes. Infection of all dogs by L.
infantum was confirmed by parasitological and molecular methods,
among which, four (50%) were clinically asymptomatic. The
seroprevalence and the confirmation of these autochthonous cases of LVC
in the studied districts indicates the spreading potential of the disease in
the city of Floriandpolis, indicating the needs to implement and adoption
of effective public policies for the prevention and control of disease.

Keywords: Leishmania infantum. Dogs. Neglected Tropical Disease.
Emerging disease. Zoonoses.
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1 INTRODUCAO

A origem das civilizagbes humanas foi desencadeada pela fixagao
das tribos némades em um determinado local, onde se iniciou a
domesticacdo de plantas e animais, resultando no desenvolvimento da
agricultura e na criagcdo animal para alimentacéo e trabalho. A transicao
da condicdo de cacadores coletores para produtores de alimentos
transformou definitivamente a relacdo do homem com o0s animais e com
0 ambiente (DIAMOND, 2007).

Essa convivéncia milenar entre a espécie humana e os animais
domésticos ou silvestres proporcionou o conhecimento de doencas
naturalmente transmitidas deles ao homem, as zoonoses (MELLO, 2011).
O maior risco de transmissdo de doencgas zoondticas ocorre na interface
entre humanos e animais, mediante a exposicao direta ou indireta com os
animais, com seus produtos derivados (por exemplo, carne, leite, ovos)
ou com o ambiente (WHO, 2016).

Abordando-se o tema salde, atualmente ndo se admite mais a visdo
do individuo, mas sim a sua interligagdo com o coletivo, ou seja, 0s
animais e 0 ambiente no qual esta inserido (CFMV, 2014). A salde nédo
sO contempla a assisténcia, mas especialmente a prevencao e a promocao.
Nesse contexto surgiu o conceito de Satide Unica (One Health) para
evidenciar a unido indissociavel entre a salde animal, humana e
ambiental (CFMV, 2016b), que requer cada vez mais a integracao entre
as areas de medicina veterinaria e humana e a participacéo de uma equipe
multiprofissional de salde, englobando as a¢cdes ambientais de forma
sustentavel (OIE, 2016; GIBBS, 2014).

As zoonoses sdo um grande problema de saude publica, pois
constituem 75% das doencas infecciosas emergentes no mundo (AVILA-
PIRES, 1989; MS, 2010b). Dados da Organizacdo Mundial de Saude
indicam que dos 1.415 patdégenos humanos mundialmente conhecidos,
61% sdo zoondticos e cerca de 70% dos agentes etioldgicos humanos
emergentes sdo de origem animal (WHO, 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE, 2016), as
enfermidades emergentes podem ser uma nova infecgdo decorrente da
evolugdo ou modificagdo de um agente etioldgico, uma infeccdo
conhecida que se disseminou em uma nova area geografica ou para uma
populacdo que era indene, um patdégeno ndo identificado anteriormente
ou uma enfermidade diagnosticada pela primeira vez. J& as enfermidades
reemergentes sdo aquelas que eram consideradas erradicadas ou
controladas e reapareceram em um periodo de tempo em um local
definido. Tanto as doengas emergentes quanto as reemergentes
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constituem em impacto significativo para a salde publica (ASHFORD,
2000).

No contexto das doencas tropicais negligenciadas (DTN), as
zoonoses apresentam relevancia significativa. As DTN sdo enfermidades
causadas por agentes infecciosos e parasitarios que acometem populagdes
de baixa renda em paises em desenvolvimento, dificultando os avangos
nos indicadores de salde e contribuem na manutencdo no quadro de
desigualdade social (SOUZA, 2010). Nesse cenario de iniquidade, a
dengue, a doenca de Chagas, a esquistossomose, a hanseniase, a
tuberculose e as leishmanioses ocorrem de forma endémica no Brasil
(MS, 2010a). Conforme a OMS, mais de um bilhdo de pessoas estdo
infectadas com uma ou mais doengas negligenciadas, o que representa
aproximadamente um sexto da populagdo mundial (OMS, 2016).

1.1  ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES

As Leishmanioses formam um grupo heterogéneo de sindromes
clinicas causadas por protozoarios parasitos do género Leishmania.
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Essas doencas negligenciadas, de
transmissao vetorial e carater antropozoon6tico ou antropondtico estdo
presentes em 98 nacdes e trés territérios em cinco continentes (WHO,
2015). Predominam em paises tropicais e subtropicais, onde afetam
principalmente as popula¢fes mais pobres do mundo. Estdo associadas a
desnutricéo, deslocamento da populacéo, condigdes precérias de moradia,
alteracdes ambientais, sistema imunolégico enfraquecido e falta de
recursos (CDC, 2016).

Os integrantes da ordem Kinetoplastida, a qual pertencem esses
protozodrios, caracterizam-se pela existéncia de uma mitocondria
modificada, distribuida por toda a célula de Leishmania spp., com a
presenga de uma estrutura denominada cinetoplasto (do inglés
kinetoplast), de onde origina 0 nome da ordem (LAINSON; SHAW,
1979). O cinetoplasto consiste em uma regido especializada no interior da
mitocdndria, situado na base do flagelo do parasito, rico em uma rede de
DNA circular caracteristica desses microorganismos (VARGAS-
PARADA, 2010; FIOCRUZ, 2016).

As leishmanias apresentam reprodugdo clonal e ciclo de vida
heteroxénico, que ocorre parte no inseto vetor e parte em diversas
espécies de hospedeiros mamiferos (LAINSON; SHAW, 1979),
estabelecendo duas formas evolutivas distintas. No tubo digestdrio do
vetor, o parasito é encontrado sob a forma flagelada, promastigota, que é
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infectante para o hospedeiro definitivo. Neste, é identificada a forma
amastigota, intracelular obrigatdria, que alberga o interior das células do
sistema monocitico fagocitario dos mamiferos e ocasiona a doenca.

A transmissdo de diferentes espécies de Leishmania ocorre pela
picada das fémeas de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) que atuam
como vetor do parasito (MARCONDES, 2005). Conforme observado
abaixo (Figura 1), no momento do repasto sanguineo ha a ingestéo pela
fémea do fleb6tomo das formas amastigotas, que se convertem em formas
promastigotas e se multiplicam por diviséo binaria no aparelho digestorio
do vetor. Em seguida ha a diferenciagdo para as formas promastigotas
metaciclicas, consideradas infectantes para o hospedeiro mamifero
(LAINSON; SHAW, 1979; MARCONDES, et al., 2009; LAINSON,
2010).

Figura 1. Ciclo de transmisséao da leishmaniose.

Estagios no flebotomineo Estagios no ser humano

0 Flebotomineos fazem o repasto 9 Promastigotas s&o
sanguineo (Injeta promastigotas) fagocitadas

Divis&o binéria e por macréfagos
© nmigagio paraa f =
proboscide ’ N (‘ \

e
o Amastigotas transformam-se
em promastigotas no intestino médio

Promastigotas séo
transformadas em
amastigotas dentro de
macréfagos A

_.9_ - ? Multiplicagdo de amastigotas
S Wy /l\ g nas células (incluindo macréfagos)
e M e — v notecido Ay
9 Ingestéo de L T
células i

parasitadas 9 Flebotomineos fazem o repasto
sanguineo (Ingere amastigotas)

A: Estagio de Infeccéo
A’ Estagio de Diagnéstico

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention. Adaptado por Marlow
(2013).

Atualmente mais de 20 espécies distintas de Leishmania spp. estdo
envolvidas na etiologia das leishmanioses e passa de 90 o nimero de
espécies conhecidas de flebotomineos suspeitas de estarem envolvidas na
transmissdo destes parasitos (LAINSON, 2010; WHO, 2015).
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As diversas manifestagdes clinicas dependem majoritariamente da
espécie do parasito, embora também sejam relevantes a resposta imune
do hospedeiro frente a infeccdo e as caracteristicas do vetor (GRISARD,
et al., 2000; PEREIRA, 2015). As formas clinicas mais comuns sdo
Leishmaniose Cutanea (LC), Muco-Cutanea (LMC), causadas por
diferentes espécies de leishmanias dermotrépicas, e a Leishmaniose
Visceral (LV), causada pela Leishmania infantum ou Leishmania
donovani (HERWALDT, 1999; ANTINORI; SCHIFANELLA;
CORBELLINO, 2012).

Nas Américas (Novo Mundo), as formas cutaneas e mucocutaneas
sdo conjuntamente referenciadas como Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA), sendo L. (V.) braziliensis a principal espécie
incriminada. Popularmente conhecida no Brasil como Ulcera de Bauru, a
apresentacdo clinica da doenca consiste em lesdes indolores, Unicas ou
multiplas, de aspecto arredondado e bem delimitadas com uma crosta
central sobre a area exposta da pele (LIMA FILHO, STEINDEL, 1998;
MS, 2007; MARLOW, 2013; WHO, 2015). Em determinados casos pode
haver regressdo espontanea das lesdes cutaneas (autocura),
permanecendo uma cicatriz hipopigmentada, lisa e fina (GOTO,
LINDOSO, 2010).

No espectro de manifestacfes clinicas das leishmanioses (Figura
2), a Leishmaniose Visceral ou Calazar é a de maior gravidade. A forma
visceral causada por L. infantum, sindbnimo de Leishmania (Leishmania)
chagasi no Novo Mundo é zoonética, enquanto que em paises do Velho
Mundo, como india e Suddo, assume caracteristica antropondtica, sendo
Leishmania (Leishmania) donovani a espécie envolvida (ASHFORD,
1996; FARIA, 2012; MARLOW, 2013; CDC, 2016). A partir do local de
inoculacdo dos parasitos hd a migracdo destes para 6rgdos do sistema
hematopoiético do hospedeiro vertebrado. Em seguida multiplicam-se no
figado, baco e medula 6ssea, provocando imunossupressao e 6bito, na
auséncia de tratamento (MS, 2006; DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006).
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Figura 2. Diferentes manifestacdes clinicas das leishmanioses. (A). Lesdo
ulcerada caracteristica de Leishmaniose Cutanea (LTA) em crianga do
Afeganistdo, sob tratamento; (B). Paciente da Etidpia com lesdo dérmica p6s
calazar; (C). Caso avancado de Leishmaniose Visceral (LV) em crianga etiope,
apresentando hepatomegalia e esplenomegalia.

Fonte: WHO, 2016.

A epidemiologia das leishmanioses nas Américas € bastante
complexa em decorréncia da participacdo de varias espécies de
leishmanias, de vetores e de reservatorios (SILVA; GONTIJO; MELO,
2005; REITHINGER, 1999). Os mamiferos silvestres e domésticos
incriminados como hospedeiros contemplam as ordens Rodentia,
Marsupialia, Carnivora, Artiodactyla, Xenarthra e Primates (LAINSON,
SHAW, 1979; LAINSON, 2010).

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (WHO, 2016) cerca de
350 milhdes de pessoas vivem em areas com risco de transmissao e a cada
ano surgem 1,3 milh&o de novos casos de leishmanioses no mundo, sendo
0,2 a 0,5 milhdo de casos de LV e 0,7 a 1,2 milh&o de casos de LTA
(ALVAR, et al., 2012; WHO, 2016). O nimero de mortes registradas &
entre 20000 a 50000 e quase a totalidade é decorrente da forma visceral
da doenca (WHO, 2016).

Individuos coinfectados com HIV e Leishmania sdo mais
propensos a desenvolver a LV, o que reflete em altas taxas de recorréncia
e mortalidade (HOTEZ, et al., 2006; WHO, 2010). Além de provocar
oObitos, as leishmanioses afetam a expectativa de vida das populagdes
residentes de areas endémicas. Estima-se a perda de 2,4 milhdes de anos
de vida ajustados pela incapacidade (DALYs), gerando impacto
socioecondmico significativo (BARRETO, et al., 2011).

Embora fique evidente a incidéncia crescente dessa enfermidade e
as consequéncias negativas decorrentes, tanto no aspecto da vida e salde
dos individuos, quanto nas questdes socioecondmicas das populagdes
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acometidas, as leishmanioses continuam na categoria das doencas
negligenciadas (REITHINGER; DUJARDIN, 2007; MS, 2010a; ALVAR
etal., 2012). A deficiéncia de politicas publicas para prevencao e controle
da doenca e a falta de interesse econdmico da iniciativa privada para
investir em medicamentos e vacinas refletem esse cenario adverso
(HOTEZ, et al., 2006; GARCIA, et al., 2011). Essa falta de atencdo por
parte do poder publico e das organizagdes da sociedade civil pode ser
influenciado por diversos fatores, dentre os quais se destacam a
complexidade da doenca, auséncia de ferramentas para gestdo de casos,
falta de informagdes confiaveis sobre a incidéncia e escassez de métodos
de controle comprovadamente eficazes (DESJEUX, 1996; BERN;
MAGUIRE; ALVAR, 2008; GARCIA, et al., 2011). Programas e
projetos de relevancia global estdo direcionados ao desenvolvimento de
métodos alternativos de diagnostico e de tratamento, controle de vetores
e prevencdo da infeccdo dos reservatorios (DAVIES et al., 2000; WHO,
2016).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL E
CICLO DE TRANSMISSAO EM SANTA CATARINA,
BRASIL

A distribuicdo mundial da leishmaniose visceral concentra mais de
90% dos casos em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Sudao
do Sul e Suddo (Figura 3). O nimero total de novos casos humanos de
LV ¢ estimado em cerca de 500.000 com 50.000 6bitos a cada ano
(GOTO, LINDOSO, 2010; WHO, 2016).
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Figura 3. Distribui¢do geografica da Leishmaniose Visceral no mundo em 2013.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2016.

Na América Latina, 90% dos casos de LV sdo registrados no
Brasil. Dados obtidos no Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) mostram que foram notificados 51.811 casos de LV
no periodo de 2000 a 2014, com média anual de 3540 novos casos nos
Gltimos 10 anos (MS, 2016). O namero total de 6bitos por LV entre os
anos 2000 a 2014 foi de 3.418, sendo 50,1% somente na regido Nordeste.
Em seguida aparecem as regides Sudeste (22,5%), Norte (12,0%), Centro-
Oeste (10,4%) e Sul (0,1%). Em 4,9% dos Obitos ndo houve a
confirmacéo do local da autoctonia.

Entretanto, esses resultados podem ser considerados subestimados
devido a subnotificacdo de casos em todo o pais, especialmente pela
dificuldade de diagnostico, deficiéncias no sistema de vigilancia
epidemioldgica e politicas publicas insuficientes, no que tange as agdes
de educacdo em salde para conscientizacdo da problematica da
leishmaniose visceral no territério nacional.

A LV foi considerada uma enfermidade endémica de &reas rurais,
ocorrendo majoritariamente nos estados do Nordeste do pais até os anos
90. Na década de 2000, com o avanco da urbanizacdo da doenca, esta
passou a ter caracteristicas periurbanas e urbanas, e 21 dos 27 estados
atualmente sdo considerados endémicos para LV, com taxas de
transmissdo variaveis para os seres humanos. Além da regido nordeste,
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nas duas Ultimas décadas houve inclusdo de novas areas com registro
recorrente de casos no Sudeste, Norte e Centro-Oeste (MS, 2016).

Até 2007, a regido Sul do Brasil era considerada sem risco de
transmissdo para LV e apenas poucos casos humanos importados tinham
sido relatados (MS, 2010a). No entanto, em 2008, um surto de
leishmaniose visceral canina (LVC) ocorreu no municipio de Séo Borja,
Rio Grande do Sul (SOUZA; SANTOS; ANDRADE FILHO, 2009;
DEBONI; BARBOSA; RAMOS, 2011). Em relacéo a infec¢do humana,
nos dois anos seguintes do surto de LVC, foram notificados oito casos
autdctones de leishmaniose visceral humana, incluindo seis adultos e duas
criangas 0s quais resultaram em um Obito (DEBONI; BARBOSA,;
RAMOS, 2011).

Em Santa Catarina, no periodo entre os anos de 2001 e 2011, seis
casos humanos importados de LV foram atendidos em hospitais de
Floriandpolis (NASCIMENTO et al., 2013). Em 2010 foram
comprovados 0s primeiros casos autdctones de LVC na llha de Santa
Catarina (FIGUEIREDO et al., 2012; STEINDEL et al., 2013). No
periodo de julho de 2010 a dezembro de 2015 o Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Floriandpolis, através dos inquéritos soroldgicos
caninos realizados no municipio, identificou 197 cées positivos entre os
8257 caninos examinados, 0 que representa uma prevaléncia de 2,38%.
(CCZ, 2015) (Tabela 1).
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Tabela 1. Quantitativo de amostras coletadas e cdes positivos, a partir de
inquéritos sorolégicos realizados pelo CCZ no municipio de Floriandpolis para
diagnostico da LVC, no periodo de 2010 a 2015.

Ano Amostras coletadas Caes positivos Cées positivos (%)

2010 764 23 3
2011 1360 8 0,6
2012 411 10 2.4
2013 2185 45 2.1
2014 2121 57 27
2015 1416 54 38
Total 8257 197 24

Fonte: Adaptado de CCZ, 2015.

No Brasil a LV é causada por L. infantum e L. chagasi, que foram
consideradas a mesma espécie ap6s o desenvolvimento de estudos de
caracterizacdo molecular (CUPOLILLO; GRIMALDI; MOMEN, 1994;
CUPOLILLO; MOMEN; GRIMALDI, 1998; TESH, 1995; MAURICIO;
STOTHARD; MILES, 2000; FERREIRA et al., 2012; MOTOIE et al.,
2013).

Os mais relevantes vetores da LV no pais sdo insetos pertencentes
a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae e
Género Lutzomyia (LAINSON; SHAW, 1979; GONTIJO; MELO, 2004),
além de outros géneros (SARAIVA et al., 2009). O Ministério da Salde
considera Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi como as principais
espécies envolvidas no ciclo de transmissdo da LV no territério nacional
(MS, 2006).

Apesar da ocorréncia de casos autoctones de LVC na capital
catarinense, a presenca de Lu. longipalpis, o principal vetor da LV, ndo
foi comprovada no Estado. No levantamento entomolégico realizado
entre 2010 e 2012, no foco de LVC, foram identificadas 12 espécies de
flebotomineos: Brumptomyia mangabeirai, Br. nitzulescui, Evandromyia
edwardsi, Pintomyia fischeri, Migonemyia migonei, Nyssomyia neivai,



32

Expapillata firmatoi, Psathyromyia lanei, Ps. pascalei, Evandromyia
tupynambaie Lutzomyia spp. Em um estudo entomoldgico subsequente
desenvolvido em Floriandpolis, nas localidades com casos de LVC, foi
observada a infec¢do por L. infantum em Lutzomya neivai, espécie de
flebotomineo frequentemente encontrada no monitoramento vetorial
realizado pela Diretoria de Vigilancia Epidemioldgica de Santa Catarina
(DIVE-SC) (DIAS et al., 2013).

A caracteristica antropozoondtica da LV é evidenciada no ciclo
doméstico da doenca, onde 0 cdo comporta-se como o reservatorio e
contribui para a manutencdo da enfermidade em ambientes urbanos e
periurbanos (GONTIJO; MELO, 2004; MS, 2006). No ciclo silvestre os
reservatérios mais importantes sdo os canideos, como o cachorro-do-mato
ou graxaim (Cerdocyon thous), e 0s marsupiais, como 0s gambas
(Didelphis albiventris) (LAINSON; SHAW, 1979; GONTIJO; MELO,
2004; FALQUETO et al., 2003). Alguns desses animais tém habitos
sinantrdpicos, o que pode consistir em uma possivel correlagéo entre os
ciclos doméstico e silvestre (GONTIJO; MELO, 2004).

Em Floriandpolis, logo apds a confirmagéo dos casos autoctones
de LV entre os cdes, foi desenvolvido um estudo para avaliar a
transmissdo de Leishmania spp. entre pequenos mamiferos silvestres e
sinantrdpicos e a importancia na manutencdo do parasito na localidade
Canto dos Aracés, onde se originou o surto de LVC (JANSEN et al.,
2010). Os resultados encontrados demonstraram, na época, a auséncia de
um ciclo de transmissdo de Leishmania spp. bem estabelecido entre os
animais silvestres. Os achados anteriores de cées infectados, com altas
cargas parasitarias e potencial de infectividade ao vetor apontaram o
protagonismo da espécie canina como reservatdrio da doenca na regido
(JANSEN et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2012).

1.3 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A descricdo na literatura dos agentes etiologicos causadores da
leishmaniose visceral em cdes contempla as espécies L. infantum, L.
donovani, L. tropica, L. brasiliensis, L. panamensis, L. mexicana e L.
peruviana, entretanto a relevancia como reservatorio doméstico da
doenca estd relacionada ao ciclo de transmissdo de L. infantum
(DEREURE, 1999).

A espécie canina é incriminada como o mais relevante reservatorio
urbano da LV em decorréncia da elevada prevaléncia da doenca
(COURA-VITAL et al., 2011) e pela alta carga parasitaria na pele,
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tornando-a importante fonte de infeccdo para o vetor (MOLINA et al.
1994).

Estima-se que milhGes de cées estejam infectados por L. infantum
na América do Sul, contribuindo para elevar o risco de transmissao de LV
a populacdo humana residente de areas endémicas (HARHAY;
OLLIARO; COSTA, 2011). Essa situagdo adversa tem chamado a
atencdo das autoridades de saude publica em buscar a identificacdo
precoce de casos caninos, com 0 objetivo de intervir no ciclo
epidemiolégico em determinado local, mediante a adoc¢éo das medidas de
prevencdo e controle.

O periodo de incubacgdo na espécie canina varia de 1 més a 4 anos
e a patologia desencadeada pela LV apresenta carater crénico e
multissistémico, visto que o parasito pode ser identificado em diversos
tecidos e 6rgdos do sistema mononuclear fagocitario, ocasionando um
amplo espectro de manifestacdes clinicas e imunoldgicas (ALVAR,
2004).

Cerca de 60% dos cdes sdo assintomaticos, ou seja, hao
desenvolvem qualquer manifestacdo de sinais clinicos sugestivos da
infeccdo por L. infantum (FARIA; DE ANDRADE, 2012; CRMV-PR,
2015), entretanto mantém a condicdo de reservatorios, sendo fontes de
infeccdo para o inseto vetor (ALVAR et al., 1994). Nestes casos pode
haver autocura ou evoluir para a forma grave, podendo levar o animal a
obito (GRIMALDI et al., 2012b). Quando ha o aparecimento de sinais
clinicos, o cdo pode ser oligossintomatico ou sintomatico. No primeiro
caso, a sintomatologia pode iniciar com moderada perda de peso, lesdes
de pele e/ou pelos opacos. Em relagdo aos sintomaticos, observa-se a
evolugdo sistémica da enfermidade podendo apresentar todos ou alguns
sinais mais comuns da doenga como linfoadenomegalia, dermatite
periorbital e nasal, pelagem opaca, emagrecimento, onicogrifose e edema
das patas (REIS et al., 2009; MS, 2006). Outros sinais, como febre, apatia,
ceratoconjuntivite, diarréia, hepatomegalia, esplenomegalia, ulceracdo
cutanea (nariz, orelhas e cauda) e paresia sdo frequentes, contudo nédo
prevalecem em todos os cées sintomaticos (REIS et al., 2009).

A suspeita ou ocorréncia de LVC deve ser reportada
imediatamente as autoridades de saude publica, conforme preconizado na
Instrugdo Normativa n® 50 (MAPA, 2013), que lista as doengas de
notificagdo compulsoria. E obrigatéria a notificagao por qualquer cidad&o
gue tome ciéncia do caso, bem como todo profissional que atue na area
de diagndstico, ensino ou pesquisa em salde animal. A partir do
conhecimento do caso a notificagdo deve ocorrer no maximo em 24 horas
(MAPA, 2013).
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Apesar de ser uma doenga de notificagdo compulséria, poucos
clinicos veterinarios notificam casos suspeitos ou confirmados ao 6rgao
oficial. Em Floriandpolis, desde a confirmagéo da transmissédo da LVC,
apenas 35 notificagdes foram feitas ao CCZ, o que corresponde a apenas
17% dos casos de LVC confirmados oficialmente no municipio (CCZ,
2015).

A complexidade da doenga sob diferentes aspectos, muitas vezes,
reflete na divergéncia de opinides dos médicos veterinarios,
principalmente os que atuam em clinica médica. Muitos desses
profissionais defendem o tratamento dos cdes com LVC e sdo contra a
eutanasia. Todavia, tanto o Ministério da Saude quanto o Conselho
Federal de Medicina Veterindria ressaltam a posi¢do contraria ao
tratamento canino com produtos de uso humano ou de medicamentos nao
registrados pelo MAPA (MS, 2008; CFMV, 2016a). O posicionamento
dessas instituicbes é baseado na auséncia de estudos cientificos
comprobatérios da cura parasitaria em cdes, prevalecendo a condicdo
permanente de reservatorio, o que implica em risco a saide publica, sendo
recomendada a eutandsia dos animais infectados por L. infantum
(IKEDA-GARCIA et al., 2010; FIGUEIREDO, et al., 2012; DONATO,
et al., 2013). A determinagdo do tratamento dos cdes com LVC pelo
médico veterinario é enquadrada como conduta indevida, estando sujeito
a penalidades éticas perante 0 CRMV, que variam desde adverténcia até
cassacdo do exercicio profissional (CFMV, 1968; CFMV, 2016a).

A OMS reitera que somente a promocdo de medidas integradas,
como o diagnéstico precoce e tratamento dos casos humanos, a
identificacdo e eutanasia de sororreagentes, o controle vetorial e a
educacdo em salde, garantird a seguranca e a saude da populagdo
humana. A adogdo dessas agdes isoladamente, ndo tem apresentado
efetividade para reducgdo da incidéncia da doenca (LEMOS et al., 2008),
sendo necessaria a reavaliacdo da politica publica de controle da LV no
Brasil (COSTA; VIEIRA, 2001).

1.4 DIAGNOSTICO DA LVC

A precisdo do diagnéstico da LVC constitui numa ferramenta
fundamental para deteccdo precoce de cdes positivos e,
consequentemente, permite a rapida adogdo das medidas preconizadas
pelos drgéos de salde publica, com o prop6sito de evitar o surgimento de
casos humanos da doenca e controlar a enzootia canina. Associado ao
diagndstico clinico-epidemioldgico, 0 médico veterinario pode recorrer
principalmente aos exames parasitologicos, aos diagndsticos
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imunoldgicos e aos métodos moleculares para identificar cdes com LV
(CHAPPUIS et al., 2007).

O diagndstico clinico da LVC caracteriza-se pela complexidade,
tendo em vista a auséncia de sinais patognomonicos da doenca e o elevado
numero de cées assintomaticos. Ainda, a maioria dos sinais observados é
encontrada em outras patologias caninas, como por exemplo, a babesiose
e a erliquiose, o que dificulta o diagndstico diferencial por parte do
profissional (FARIA; DE ANDRADE, 2012). Geralmente, a suspeita
clinica recai sobre a LV quando ha a correlacdo com parametros
epidemiolégicos que indiquem a ocorréncia de casos da doenca em
determinado local num dado periodo de tempo (GRIMALDI et al.,
2012b).

Nesse sentido, a confirmacdo do diagndstico pode ser feita
mediante o uso de outras ferramentas, como os métodos parasitoldgicos,
gue representam uma especificidade de 100%. Estes consistem em
técnicas que envolvem a puncdo de érgdos, como medula déssea e
linfonodos para observacao das formas amastigotas de Leishmania sp. O
material obtido é utilizado para a confecgdo de esfregaco ou impressdo
em laminas, histologia, isolamento em meios de cultura ou inoculagdo em
animais de laboratdrio. Entretanto, além de invasiva, essa técnica tem
uma sensibilidade variavel, podendo gerar resultados falsos negativos em
decorréncia do baixo nimero de parasitos presentes nas amostras,
principalmente em cdes assintomaticos (GOMES et al., 2008). Mesmo
assim, o diagnostico parasitoldgico prevalece como padrdo ouro quanto
as leishmanioses em virtude de sua elevada especificidade (ROMERO et
al., 2009).

O Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(PVC-LV) do Ministério da Saude adota o diagnostico sorolégico como
0 padrdo nacional, pelas caracteristicas de baixo custo, rapidez e alta
confiabilidade. Essa metodologia é aplicada aos inquéritos no campo,
voltados & investigacdo de cées suspeitos, quando é feita a coleta de
sangue periférico, para proceder ao diagnostico por teste rapido, ou
sangue venoso, para a realizacdo da reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA), em laboratério
(FARIA; DE ANDRADE, 2012).

Até a publicacdo da Nota Técnica Conjunta 01/2011 pelo MS, que
substituiu o protocolo de diagnostico da LVC, o teste de ELISA era
recomendado para a triagem de cdes e a RIFI para a confirmagao dos cées
reagentes ao teste de ELISA. Desde 2011, o teste rapido em plataforma
de duplo percurso para LVC (TR-DPP® -LVC) é aplicado na triagem e 0
ELISA como teste confirmatério. A mudanca de protocolo foi
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fundamentada na avaliacdo dos fatores complicadores relacionados a
RIFI, como ocorréncia de reacfes cruzadas pela baixa especificidade,
exigéncia elevada de técnicos treinados na sua execucdo, alto custo,
retardo no diagnéstico e ineficacia para estudos epidemiol6gicos em larga
escala (GONTIJO; MELO, 2004). Ambos os insumos diagndsticos sdo
distribuidos pelo MS e estdo disponiveis em kits especificos produzidos
pelo Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos Bio-Manguinhos, da
Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), e autorizados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.

O TR-DPP®-LVC consiste em um ensaio de triagem
imunocromatografico, que utiliza uma combinacdo de antigenos
recombinantes (proteinas K28 de L. chagasi) para deteccéo de anticorpos
especificos para Leishmania sp. Além de poder ser utilizado com sangue,
soro ou plasma de cées, esse teste confere maior praticidade, agilidade e
confiabilidade no diagnostico. Ja o ELISA Bio-Manguinhos/FIOCRUZ
caracteriza-se por ser um teste imunoenzimatico baseado na reacdo de
anticorpos presentes nos soros ou plasmas de caes com antigenos sollveis
e purificados de Leishmania major-like, obtidos a partir de cultura in
vitro. Essa é uma ferramenta diagnostica rapida, de facil execucdo e
leitura, sendo um pouco mais sensivel, o que favorece a deteccdo de
baixos titulos de anticorpos, e um pouco menos especifico que a RIFI
(GONTNO; MELO, 2004). A adogdo da metodologia TR-DPP® -L\V/C /
ELISA trouxe mais confiabilidade e rapidez na identificacdo de cées
positivos para LVC durante a avaliagdo da soroprevaléncia em inquéritos
caninos recomendados em programas de saude publica.

Os métodos moleculares vém sendo cada vez mais utilizados,
tendo em vista a evolugdo e aperfeicoamento das técnicas de biologia
molecular para o diagnostico da LVC (FARIA; DE ANDRADE, 2012).
A deteccdo e a identificacdo de parasitos do género Leishmania, a partir
de diversas amostras de material biol6gico e sem a necessidade de
isolamento em meio de -cultura, facilitam significativamente o
diagndstico. Sdo inUmeras as técnicas inovadoras e que estdo em
constante aprimoramento, tais como a Rea¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR) e suas variantes (GOMES, et al., 2008). A PCR ¢ fundamentada
na amplificacdo de oligonucleotideos que formam uma sequéncia.

Para identificar e determinar as espécies de Leishmania, grande
parte dos estudos de epidemiologia molecular sobre LVC utiliza a técnica
de analise dos polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restri¢do do
produto amplificado (PCR-RFLP), que se caracteriza pela aplicabilidade
as amostras clinicas, sensibilidade elevada, simplicidade e
reprodutibilidade (SCHONIAN et al., 2003). A PCR-RFLP amplifica um
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fragmento especifico do KDNA, que em seguida é submetido a restri¢do
com enzimas que clivam esta molécula em sitios especificos de
reconhecimento, denominados sitios de restricdo. A formacdo desses
perfis de restricdo torna possivel a diferenciacdo das espécies de
Leishmania spp. (VOLPINI et al., 2004; ROMERO et al., 2009),
entretanto ndo permite a caracterizacdo ao nivel populacional ou
subpopulacional dentro das espécies (MARLOW, 2013).

1.5 PROGRAMA DE VIGILANCIA E CONTROLE DA
LEISHMANIOSE VISCERAL EM FLORIANOPOLIS

Santa Catarina era considerado um estado indene para
leishmaniose visceral até a notificacdo e confirmacao dos primeiros cinco
casos autdctones de leishmaniose visceral canina na regido da Lagoa da
Conceicdo, no municipio de Floriandpolis, no ano de 2010
(FIGUEIREDO et al., 2012).

Apos a confirmacdo de autoctonia, a Secretaria Municipal de
Saude de Floriandpolis, por meio do Centro de Controle de Zoonoses
(CC2Z) e Diretoria de Vigilancia em Saude (DVS), e, em conjunto com a
Diretoria de Vigilancia Epidemioldgica de Santa Catarina (DIVE-SC) e
com o Ministério da Saude (MS), elaborou um Plano de Contingéncia
para nortear as estratégias de acfes, em consonancia com as diretrizes
preconizadas no Manual de Vigilancia e Controle de Leishmaniose
Visceral (MS, 2006).

A partir desse documento designou-se inicialmente ao municipio a
execucdo da vigilancia e controle dos reservatorios domésticos, a
intensificacdo da vigilancia e assisténcia a casos humanos da doenca e a
promogdo de atividades de educagdo em salde, voltadas a populacéo
residente nas areas vulneraveis. A DIVE-SC, em parceria com 0 CCZ
ficou responsavel por realizar 0 monitoramento entomolégico, incluindo
a coleta, identificacdo laboratorial e 0 mapeamento dos vetores dessa
zoonose nas areas de foco (INDA et al., 2012).

No primeiro inquérito sorolégico realizado na populacéo canina no
municipio a prevaléncia foi de 6,86% (CORREA et al., 2010), 0 que
ratificou a ocorréncia da transmisséo de LVC na localidade da Lagoa da
Conceicdo. Em consequéncia, a area de foco inicial era ampliada, a
medida que se identificavam novos cdes positivos, incorrendo na
necessidade de reforcar as medidas de vigilancia e controle.

A estratégia de monitoramento do reservatério canino tem por
objetivos a identificacdo precoce de cées infectados por Leishmania sp.,
a eliminacdo dos animais positivos e a conscientizacdo da populacdo
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sobre a prevencdo da LV. Os inquéritos soroldgicos sdo amostrais e
consistem na busca ativa de cées suspeitos, residentes das localidades
com registro de casos de LVVC ou em locais sob investigacdo. O trabalho
é executado pela equipe do CCZ, composta por médico veterinario,
auxiliar veterinario e motorista, ocasionalmente com o auxilio dos agentes
comunitérios de salide que atuam nas microareas investigadas, onde sdo
feitas as visitas casa a casa. Ao concordarem em participar do inquérito,
0s proprietarios dos cées assinam o termo de autorizacéo para liberar a
coleta de sangue de seus respectivos animais. O sangue coletado €
acondicionado em caixa isotérmica e encaminhado ao Laboratério do
CCZ, onde primeiramente séo feitos os testes de triagem, com o kit DPP®
LVC. Caso o resultado neste teste seja positivo, 0 material biolégico
(soro) € analisado pelo Laboratério Municipal de Floriandpolis
(LAMUF), que realiza o teste confirmatério com o kit ELISA Bio-
Manguinhos/Fiocruz. O resultado é disponibilizado online aos
proprietarios, no portal da Secretaria Municipal de Salde, com uso de
CPF e senha.

Conforme fluxograma abaixo (Figura 4), cdes ndo reagentes
podem ser apenas DPP® LVVC negativo ou DPP® LVC positivo/ELISA
negativo. Cées reagentes tanto ao teste de triagem quanto ao
confirmatdrio sdo considerados positivos para LVC, sendo recomendada
a eutanasia, segundo preconiza o PVC-LV. Nessa situacao, o proprietario
do animal sororreagente é informado pessoalmente sobre o resultado,
tendo direito a realizacdo de exame de contraprova, na presenga do
médico veterinario do CCZ. Na persisténcia do resultado, o proprietario
assina os termos especificos sobre autorizagdo ou recusa de eutanasia.
Para a realizacdo de eutanésia sdo adotados os procedimentos e métodos
previstos na Resolugdo n° 714, de 20 de junho de 2002, do CFMV. Em
caso de recusa, 0 CCZ reporta o caso a Vigilancia Sanitaria e Ambiental
de Floriandpolis, que ird lavrar o auto de infracdo, baseado no relatério
técnico do CCZ e substanciado no Cddigo de Vigilancia em Salde e
demais legislacBes especificas. O auto de infracdo abre o processo
administrativo sanitario e, a partir do momento do recebimento da
notificacdo, o responsavel pelo cdo soro reagente tem 15 dias para
apresentar defesa. Apds o rito processual ocorrerd o julgamento do
processo podendo caber a aplicacdo da penalidade de apreensdo, que
ocorrerd em conjunto com médico veterindrio do CCZ. Somente apds a
recusa do proprietdrio em cumprir essa obrigacdo esses autos serdo
encaminhados ao Ministério Publico de Santa Catarina (MP-SC).

Paralelamente ao monitoramento do reservatério canino, as agoes
de educacdo em saude séo desenvolvidas nas comunidades onde houve o
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registro de cdes com LVC. Nesta etapa ha o envolvimento da Vigilancia
Epidemioldgica e das equipes de Satde da Familia, vinculadas a Unidade
Local de Salde da &area de abrangéncia do foco de LVC. O CCZ
encaminha relatério mensal a DIVE-SC, para que as respectivas acdes de
monitoramento vetorial sejam implementadas.

Figura 4. Fluxograma do Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral (PVC-LV) de Florianopolis, SC
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O Brasil tem o revés de ser um dos paises com maior nimero de
individuos acometidos por Leishmaniose Visceral no mundo. No
contexto da América Latina, lidera o ranking com aproximadamente 90%
de casos autdctones registrados em seu territério. Considerada uma
doenca emergente, devido a sua urbanizacdo e coinfeccdo
Leishmania/HIV, tem se propagado gradativamente para areas até entdo
indenes. Nos Ultimos anos atingiu também a regido Sul, onde foram
reportados casos humanos de LV, precedidos de enzootia canina, em
algumas cidades do Rio Grande do Sul. Em 2010, no municipio de
Floriandpolis, na localidade da Lagoa da Conceicéo, foram identificados
0s primeiros casos autoctones de LVC do estado de Santa Catarina.

Apesar de ndo haver notificacdo de casos humanos originados na
capital catarinense, o aumento da frequéncia de cdes infectados por L.
infantum, no decorrer do recente histérico dessa zoonose, tem preocupado
as autoridades de salde publica e a comunidade cientifica, com relagdo a
uma possivel epidemia humana. A estruturacdo, em 2010, do Programa
de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, da Secretaria
Municipal de Saude de Floriandpolis, conduzido pelo Centro de Controle
de Zoonoses, permitiu o desenvolvimento de estratégias para identificar
0s reservatorios domesticos e promover as acdes sanitarias e educativas
recomendadas pelo Ministério da Saude.

Por outro lado, o controle vetorial tem representado um desafio ao
poder publico, frente ao complexo ciclo da LV. A auséncia das espécies
incriminadas como transmissoras da doenca nas Américas, Lu.
longipalpis e Lu. cruzi, no monitoramento do vetor realizado
frequentemente pelo Estado de Santa Catarina e o indicativo do
envolvimento de outras espécies de flebotomineos, com caracteristicas
silvestres (DIAS, et al., 2013) suscitam a necessidade de repensar
politicas publicas integradas, de forma a contemplar a organizagéo do
espago urbano, em detrimento do desmatamento e da desordem na
ocupacao do solo.

A existéncia de residéncias dentro ou préximo a mata, associada a
presenca do reservatério canino favorecem a manutencdo do ciclo
epidemiolégico da LV no habitat dos provaveis vetores, o que implicaem
prevaléncia da enzootia canina e risco & saude publica. Outros fatores
como a rapida reposicdo de cdes nas localidades com casos de LVC e a
circulacdo de animais nas areas contiguas maximizam o potencial de
disseminacdo da doenga no territdrio da llha de Santa Catarina.
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Em decorréncia do baixo nimero de notificaces de suspeita de
LVC por parte dos estabelecimentos veterindrios privados e das
limitagOes de infraestrutura, no tocante a recursos humanos e financeiros
por parte do municipio, as atividades rotineiras executadas pelo CCZ
restringem-se majoritariamente as areas de foco. Por conseguinte, ha
defasagem na investigacdo epidemioldgica em novas localidades e na
promocdo de a¢fes mais ostensivas voltadas a prevencgdo e controle da
LV.

Nesse sentido, torna-se evidente a necessidade de investigacdo
epidemiolégica em outras localidades da Ilha de Santa Catarina, de forma
a contribuir para o real mapeamento da distribuicdo da ocorréncia de
casos em cées, indicando as areas de maior risco e, com isso, sensibilizar
0s gestores municipais em unir esforgos no enfrentamento dessa
negligenciada zoonose.

O presente estudo comprova que a LVC esta em expansdo no
municipio de Floriandpolis, SC, extrapolando as areas de foco iniciais,
limitrofes a bacia hidrogréafica da Lagoa da Conceicdo. A incidéncia de
casos caninos da doenca em novas localidades demonstra que, apesar da
mobilizacdo do poder publico em intensificar a vigilancia ativa, por meio
de inquéritos soroldgicos em caes residentes das areas focais e eliminacédo
dos reservatdrios caninos, ha insuficiéncia na detec¢do precoce de novos
casos e, consequentemente, na contencdo da enzootia canina.
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3 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo epidemiolégico da infeccdo por Leishmania sp. na
populacdo canina de 6 localidades do municipio de Floriandpolis, Santa
Catarina.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I Realizar inquérito sorolégico amostral em cées de 6 localidades
no municipio de Floriandpolis, buscando o diagnostico de Leishmaniose;

Il. Fazer o isolamento de Leishmania sp. através de cultura de
medula 6ssea, figado, bago e linfonodo popliteo;

1I. Identificar as amostras isoladas através de PCR-RFLP e
hibridizag&o.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM ESPACIAL

A investigacdo epidemioldgica foi realizada no municipio de
Floriandpolis, capital do Estado de Santa Catarina, o qual possui uma
populacdo estimada de aproximadamente 470.000 habitantes e densidade
demografica de 623,68 habitantes/km? (IBGE, 2010).

Floriandpolis estd localizado na regido litorAnea, com altitudes
minima e maxima, respectivamente, de 8 metros e de 529 metros,
proximo aos paralelos de 27° 25° e 27° 50’ de Latitude Sul e entre os
meridianos de 48° 20° ¢ 48° 31° de Longitude Oeste (BUENO, 2003). A
area geografica do municipio é de 436 km?, sendo a maior parte (424 km?)
constituida pela llha de Santa Catarina, e o restante (12 km2) situado no
continente (MEYER; SILVA, 2006).

As amostras coletadas foram provenientes de 6 localidades
distintas, da porcéo insular de Floriandpolis: Itacorubi, Corrego Grande,
Barra da Lagoa, Saco Grande, Ratones e Rio Tavares (Figura 5). As areas
delimitadas nesse estudo foram selecionadas com base na tendéncia de
dispersdo da leishmaniose visceral canina, na proximidade da mata
atlantica e habitat de flebotomineos.
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Figura 5. Localizagdo geografica das localidades de Florianépolis, SC
investigadas no estudo.
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Fonte: Adaptado do Google Maps®, 2014.

A estimativa da populagdo canina dos bairros investigados foi
calculada a partir das recomendacdes feitas pela Organiza¢do Mundial da
Saude e pelo Instituto Pasteur de Sdo Paulo, Brasil (INSTITUTO
PASTEUR, 2013; WHO, 2015).

O percentual aplicado como referéncia de calculo para estimar o
quantitativo de cdes em determinado local é definido pelas unidades
federadas, considerando as caracteristicas distintas de cada estado e
regido, podendo variar entre 12 a 20% em relagdo a populagdo humana de
cada estado (DIAS et al., 2004).

Conforme observado na Tabela 2, a estimativa da populacdo de
cdes em Floriandpolis baseou-se no percentual de 20% da populacéo
humana (MS, 2013). Os nimeros de habitantes por localidade foram
extraidos da base de dados do UGltimo censo do IBGE, em 2010.
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Tabela 2. Estimativa da populacéo canina baseada na populagdo humana de cada
localidade envolvida no estudo.

Localidade Populagdo humana Populagéo canina
estimada
Itacorubi 15665 3133
Corrego Grande 10563 2112
Barra da Lagoa 4925 985
Saco Grande 7607 1521
Ratones 3671 734
Rio Tavares 4322 864

Considerando a amostragem total pré-estabelecida, foi adotado o
percentual de 5% da populacéo canina estimada para definir a quantidade
de cdes investigados por localidade.

A estimativa de cées por localidade e a avaliagdo da capacidade
estrutural do CCZ para a consecucdo das acdes subsidiaram o
planejamento em equipe do quantitativo de cdes investigados nesse
estudo. Ficou definido o total de 465 cdes, sendo, no maximo, 40 caes
amostrados por més. O periodo destinado a realizacdo do inquérito
sorologico foi de 1 ano, com inicio no més de julho de 2014 e término em
julho de 2015.

Dentro de cada localidade foram selecionados cées domiciliados e
semidomiciliados. Os procedimentos foram divididos em 3 etapas: etapa
1- coleta de informagOes, através da abordagem dos proprietarios e
esclarecimentos; etapa 2- captura do cdo, contencdo e imobilizacdo e
etapa 3- coleta de sangue e acondicionamento do material bioldgico em
caixa isotérmica para encaminhamento ao laboratdrio.

4.2  DIAGNOSTICO LABORATORIAL
4.2.1 Diagnostico soroldgico

4.2.1.1 Coleta de sangue total

Foram coletados 5 mL de sangue venoso da veia cefalica do
membro toracico, direito ou esquerdo, dos 567 cédes, com auxilio de
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agulha 25 x 0,8 mm e seringa de 5 mL ou de 10 mL. Em alguns cées,
guando néo foi possivel a coleta a partir desta veia, a coleta foi realizada
na veia femural do membro pélvico, direito ou esquerdo do céo. O sangue
coletado foi acondicionado em tubos de vidro com dimensdo 16 x100 mm
(tubo e tampa siliconizados). As amostras foram identificadas com o
numero de protocolo da ficha de coleta e encaminhadas ao laboratério do
CCZ para realizacédo do Teste Rapido (TR) DPP® Leishmaniose Visceral
Canina (LVC) Bio-Manguinhos/FIOCRUZ. As amostras positivas nesta
metodologia de triagem foram remetidas ao Laboratério Municipal de
Florianépolis (LAMUF) para realizagdo do Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) para Leishmaniose Visceral Canina Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ, técnica confirmatdria. Para a realizagdo dessa
técnica as amostras foram centrifugadas para a obtencéo do soro.

4.2.1.2 Teste Rapido DPP® LVC

O teste rapido imunocromatografico DPP® LVC Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ (Figura 6), foi realizado segundo as instrugdes
contidas no kit. Os dispositivos do teste (igual nimero de soros) foram
removidos de suas respectivas embalagens e dispostos sobre a bancada
do laboratdério do CCZ. Procedeu-se a identificacdo dos dispositivos,
conforme identificacdo dada as amostras no momento da coleta.

Inicialmente, foram aplicados 5 pL do soro e duas gotas do tampao
no pogo sample+buffer #1 do dispositivo, em seguida, aguardou-se 5
minutos. Continuando a reacdo, foram adicionados, no poco buffer well
#2, 4 gotas do tamp&o. Apds o periodo de 10 a 15 minutos, a leitura do
resultado era feita visualmente, a partir da observagdo do aparecimento
de linhas avermelhadas na janela definida do dispositivo. Nos soros
positivos era possivel observar duas linhas, ao passo que nos soros
negativos, apenas uma linha era observada. E importante ressaltar ainda
gue o fabricante recomendou ndo ler o resultado do teste ap6s 15 minutos
do Gltimo procedimento. Os resultados obtidos com os soros dos animais
foram anotados em planilhas do Microsoft Excel® e armazenadas no
banco de dados do CCZ.
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Figura 6. Amostras de sangue de cées investigados em inquérito soroldgico, por
meio do teste de triagem DPP® LVC. A esquerda, cdo ndo reagente e & direita
céo sororreagente.
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4.2.1.3 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Para a realizacdo do Ensaio Imunoenzimatico foi utilizado o Kit
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para Leishmaniose Visceral Canina
Bio-Manguinhos/FIOCRUZ. Seguindo as orientagdes do fabricante,
realizou-se as diluicdes dos soros (1:100), bem como dos controles
positivos e negativos.

Os controles, positivo e negativo, assim como o conjugado e as
placas de 96 pocos ja sensibilizados, foram mantidos a -20°C. Ja o
diluente de amostra/conjugado, a lecitina de leite, o tamp&o de lavagem,
o diluente do substrato, o cromdgeno (TMB), o substrato (H20>) e 0 &cido
sulfarico 2 M foram mantidos entre 2°C e 8°C.

Os controles, positivo, negativo e amostras foram distribuidos em
triplicata nas placas de ELISA de 96 pogos. A placa foi incubada a 37°C
durante 30 minutos. Na sequéncia, o contetdo foi aspirado e lavado seis
vezes com 200 pL de tampdo de lavagem. Foi adicionado 100 uL de
conjugado previamente diluido/preparado a cada pogo. Procedeu-se nova
incubacdo a 37°C durante 30 minutos e nova lavagem, conforme descrito
anteriormente. Em seguida, adicionou-se 100 pL/poco de substrato ja
preparado. Nova incubagcéo foi realizada durante 30 minutos ao abrigo da
luz. Para bloquear a reacdo, foram adicionados 50 pL de acido sulfarico
2 M em todos os orificios. A leitura foi realizada no leitor de ELISA (BIO-
RAD Benchmark) para microplacas equipado com filtro de 450 nm, sem
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a utilizacdo de filtro de referéncia. O célculo do ponto de corte obedeceu
as orientacbes do fabricante: dobro da média da densidade Otica dos
orificios do controle negativo multiplicado por 1,2 (faixa cinza). Sendo
assim, as amostras consideradas reagentes foram aquelas que
apresentaram densidade Otica igual ou superior ao ponto de corte;
enquanto as amostras ndo reagentes apresentaram densidade otica inferior
ao ponto de corte. O teste foi considerado valido, uma vez que atendeu
aos critérios de validacdo determinados pelo fabricante, isto &, os valores
da densidade ética do controle positivo foram iguais ou superiores a
0,500, assim como os valores da densidade 6tica do controle negativo
estavam compreendidos entre 0,050, inclusive, e 0,120, inclusive
também.

4.2.2 Diagndstico parasitoldgico e molecular
4.2.2.1 Coleta de tecidos e sangue

Apos a confirmacdo do diagnostico sorolégico para LVC, os caes
cujos proprietarios assinaram o termo de responsabilidade foram
submetidos ao procedimento de eutanasia, de acordo com o0s principios
de ética, bioética e bem-estar animal (CFMV, 2002). O protocolo adotado
no CCZ consistiu na contencéo fisica dos animais, seguida de anestesia
com administracdo de 10 mg/kg de cloridrato de cetamina associado a
xilazina na dose de 1mg/kg por via intramuscular. Apos a avaliagdo de
status anestésico profundo, com perda de consciéncia, reflexo muscular e
de estimulos nocivos, foi administrado 0,3 mg/kg de T61® por via
intravenosa e confirmagdo do Obito pela auséncia de sinais vitais na
auscultacdo. Apos a eutandsia, foi feita a necropsia desses cées e a coleta
de material biolégico (linfonodos, figado, baco e medula éssea) (Figura
7). Durante a necropsia, amostras de figado, baco, linfonodo e medula
Ossea foram utilizadas para a realizagdo de imprinting (Figura 8). O
material coletado foi enviado ao laboratério de Protozoologia da UFSC
visando a preparacdo de esfregacos e fixacdo de material em formol 10%
tamponado para exame parasitoldgico direto, para o cultivo e isolamento
do parasito em meio Schneider e para realizacdo da PCR. O sangue total
foi coletado com auxilio de agulha 25 x 0,8 mm e seringa de mL ou de 10
mL e transferidos para tubos enriquecidos com EDTA.
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Figura 7. Necropsia e coleta de material bioldgico de cdo com LVC realizadas no
CCZ, apo6s confirmacdo por diagnéstico soroldgico e eutansia.

Figura 8. Imprinting de linfonodo, baco, medula 6ssea e figado de cdo com LVC.

4.2.2.2 Exame parasitologico direto

As laminas feitas com o imprinting dos tecidos (medula éssea,
baco, figado e linfonodo) foram identificadas e, em seguida, fixadas com
metanol e posteriormente secas a temperatura de 28°C, para serem
encaminhadas ao laboratério de Protozoologia da UFSC, onde foram
coradas por Giemsa. As laminas foram examinadas em microscdpio
optico em objetiva de 100X (imersdo) para procura do parasito. O
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resultado positivo indicava a presenca de formas amastigotas
arredondadas, com presenca de nicleo e cinetoplasto, livres e/ou inclusas
em células do sistema fagocitico mononuclear. Quando no exame de
1.000 campos microscOpicos ndo eram detectados parasitos a lamina era
considerada negativa.

4.2.2.3 Isolamento e cultivo in vitro

Aspirado de medula 6ssea, linfonodo, baco e figado de animais
com sorologia positiva para LVC foi semeado em tubos de cultura
contendo meio Schneider suplementado com estreptomicina (20 ug/mL)
e penicilina (200 Ul/mL) e mantido em estufa biol6gica a temperatura de
26°C, e examinadas semanalmente para o0 acompanhamento do
crescimento de Leishmania sp. Os cultivos negativos foram mantidos por
até quatro semanas. As amostras isoladas foram mantidas por passagens
semanais regulares em 5 mL de meio e, ap6s a cultura atingir a densidade
de 3.107/mL, as amostras foram criopreservadas em nitrogénio liquido e
1 mL da cultura foi lavada por centrifugagdo 1.500 xg em PBS e o
sedimento armazenado a -20°C para identificacdo da amostra por PCR-
RFLP.

4.2.2.4 ldentificagdo de Leishmania por PCR-RFLP do fragmento de
minicirculo de KDNA

O DNA das amostras de Leishmania isoladas foi extraido pelo
método fenol-cloroférmio como descrito por SAMBROOK e RUSSELL,
2001. Apos precipitagdo com isopropanol, o DNA foi lavado duas vezes
com 500 pL de etanol 70% gelado, reconstituido em 50 uL de agua
ultrapura, contendo RNAse A (10 mg/mL), incubado a 37°C por 1 hora
e, em seguida, armazenado a -20°C até sua utilizacdo. A avaliacdo da
pureza e da concentracdo ocorreu em espectrofotémetro.

A amplificacdo da regido conservada de minicirculos de KDNA
seguida da técnica de andlise de polimorfismos de tamanho dos
fragmentos de restricdo do produto amplificado (PCR-RFLP) foi utilizada
para diagnostico e determinacdo das espécies de Leishmania, empregando
a metodologia descrita por Volpini et al. (2004). Resumidamente, a banda
de 120 pb, correspondente do fragmento de minicirculo k-DNA de
Leishmania foi amplificado por PCR usando os iniciadores 150 [5™- GGG
(GIT)AG GGG CGT TCT (G/C)CG AA -3] e 152 [5°- (G/C)(GIC)(GIC)
(A/T)CT AT(A/T) TTA CAC CAA CCC C -37]. A reagdo foi realizada
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em um volume final de 20 L, contendo 10 ng de DNA, 2 pL de tampéo
de reacdo 10 X (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,3), 1,5 mM MgCl,
0,25 UM de iniciadores, 0,2 uM de dNTPs e 1U de Tagq polimerase. Apés
uma desnaturacéo inicial a 94°C por 10 minutos a amplificacdo foi feita
com 5 ciclos de 94°C por 1 min, 56°C por 30 s e 72°C por 10 s, seguido
de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 60°C por 30 s e 72°C por 10 s, e extensédo
final de 72°C por 5 minutos. DNA de L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M-2904), L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e L.
(L)) infantum (MHOMY/BR/74/PP75), foram utilizados como controles
positivos. Como controle negativo a reacdo de amplificacdo foi realizada
sem adicdo de DNA. Cinco microlitros de cada produto amplificado
foram resolvidos em gel de agarose a 1,5%, corado por brometo de etidio,
visualizado em transiluminador e registrado digitalmente. Quinze
microlitros do produto amplificado de cada isolado foram precipitados
com isopropanol, lavados duas vezes em etanol 70% gelado e
suspendidos em 15 L de agua ultrapura. Para digestdo, 5 puL de produto
amplificado foi incubado com 1U da enzima de restricdo de Haelll (New
England Biolabs) em tamp&o apropriado a 37°C por 3 horas. O mesmo
procedimento foi feito com a enzima de restricdo Aval (New England
Biolabs). Os fragmentos de restricdo foram separados por eletroforese em
gel de poliacrilamida 10% e corados pelo brometo de etidio. As amostras
gue correspondiam a L. (L.) infantum apresentaram fragmentos de 120,
80 e 40 pb ou 60 pb.

4.2.25 Hibridizagio

As amostras de DNA foram amplificadas como descrito no item
4.2.2.4 e os produtos da reacdo submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% e transferidos por capilaridade para membrana de nylon
(Sigma) e fixado por exposicéo a luz UV em UVC 500 Crosslinker (GE
Healthcare) com energia de 1200 x 100 pJ/cm?. Os fragmentos de 120 pb
obtidos a partir da amplificacdo de amostras controle de L. braziliensis,
L. amazonenses e L. infantum foram submetidos a precipitacdo com
isopropanol 75%, lavado com etanol 70% e desnaturados a 100°C / 5
minutos e mantidos em banho de gelo / 5 minutos. A seguir os fragmentos
foram conjugados com peroxidase utilizando o Kit ECL Direct Nucleid
Acid Labelling and Detection System (GE Healthcare) e utilizados como
sonda. As membranas foram hibridizadas com as respectivas sondas em
tampéo de hibridizacdo (GE Healthcare), por 14 horas a 42°C, lavadas
trés vezes em tampdo SSC 0,5 x contendo 0,4% SDS e 6 M ureia e duas
vezes em tampdo SSC 2x a 42°C. O sinal positivo foi detectado por
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guimioluminescéncia a partir da adicdo a membrana do reagente de
deteccdo ECL (GE Healthcare) por um minuto, seguido da exposicao do
filme (Hyper film TM ECL — GE Healthcare) por quinze minutos a
temperatura ambiente, conforme recomendacéo do fabricante.

43 ASPECTOS ETICOS E MEDIDAS DE BIOSSEGURANGA

O presente estudo foi realizado em consonancia com as diretrizes
do SUS, buscando a melhoria do acesso e a promocdo da salde da
populacdo. No que tange aos procedimentos realizados em cées, incluida
a coleta de sangue, eutanasia, necropsia e coleta de tecidos, todos 0s
experimentos foram executados por profissional médico veterinario,
oficial, de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 1968).

Os proprietarios dos cédes foram informados sobre cada etapa do
estudo e orientados em relacdo aos procedimentos desenvolvidos.
Também assinaram o0s termos de autorizacdo para coleta de amostra
biologica (ANEXO A), responsabilidade para a autorizacdo de eutanasia
(ANEXO B) ou responsabilidade para a recusa de eutanasia (ANEXO C),
conforme previsto no Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (MS, 2006). Procedimentos adequados de
confidencialidade foram observados para proteger a privacidade das
informacges do proprietario.

Durante todas as etapas de coleta de material bioldgico e analise
laboratorial, no intuito de manter a integridade fisica da equipe de
trabalho e dos usuarios, foram adotadas medidas de biosseguranca, que
incluiram o uso de equipamentos de prote¢do individual (EPI) e
equipamentos de protec¢do coletiva (EPC).

4.4  ANALISE DOS DADOS

Este estudo estd configurado como qualitativo transversal, visto
que as aferigdes foram executadas em um Unico momento, dispensando a
necessidade de um periodo de acompanhamento. Somente o
delineamento transversal fornece a prevaléncia de uma doenca ou de um
fator de risco. Desse modo, a andlise dos dados foi feita mediante
estatistica descritiva, que é caracteristica de estudos de prevaléncia
(transversais) (HULLEY et al., 2008).

Os dados deste trabalho foram compilados e organizados em
frequéncias absolutas e relativas, apresentados e dispostos em forma de
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tabelas e/ou graficos. Foi utilizada a planilha do Microsoft Excel® como
suporte na realizacdo dos calculos, organizacdo, andlise e interpretacao
dos dados.
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5 RESULTADOS

5.1 CONFIRMAGAO DA OCORRENCIA DE CASOS DE
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA EM NOVAS
LOCALIDADES DO MUNICIPIO DE FLORIANOPOLIS, SC

Considerando a amostragem total pré-estabelecida, foi adotado o
percentual de 5% da populacéo canina estimada para definir a quantidade
de cdes investigados por localidade. A Tabela 3 retrata 0 niUmero amostral
de cées por localidade investigada.

Entretanto, no decorrer da pesquisa 0 servico de vigilancia de
zoonoses detectou novos focos de LVC nas localidades da Barra da Lagoa
e Rio Tavares, sendo necesséria a realizacdo de inquéritos sorolégicos
amostrais, a principio, ndo previstos nesta pesquisa. Optou-se por utilizar
todas as amostras excedentes da estimativa inicial de 5% para evitar um
viés amostral (Tabela 3).

Tabela 3. Amostragem de cdes por localidade investigada.

Localidade Amostragem estimada para o Amostra coletada
inquérito
Itacorubi 156 156
Corrego Grande 105 105
Barra da Lagoa* 49 63
Saco Grande 76 76
Ratones 36 36
Rio Tavares* 43 131
Total 465 567

Dos 567 cdes avaliados no inquérito soroldgico neste estudo,
realizado em conjunto com o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de
Floriandpolis, SC, 19 cées apresentaram diagndstico soroldgico positivo
para leishmaniose visceral canina (LVC) (Figura 9).
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Figura 9. Anélise quantitativa do total de cdes soro reagentes e ndo soro reagentes
nas localidades investigadas no municipio de Floriandpolis, SC, no periodo de
julho de 2014 a julho de 2015.
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Das 6 localidades investigadas, foi confirmada a ocorréncia de
casos autdctones de LVC no Saco Grande (1), Barra da Lagoa (2),
Corrego Grande (7) e Rio Tavares (9), conforme Figura 10. Nas
localidades do Itacorubi e Ratones ndo foram identificados cées
sororreagentes para LVVC no presente estudo.
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Figura 10. Distribuicdo dos casos de LVC por localidade no municipio de
Floriandpolis, SC, no periodo de julho de 2014 a julho de 2015.
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Durante o desenvolvimento deste trabalho, apenas 8 cédes de 19
com diagnostico soroldgico positivo para LVC foram submetidos aos
procedimentos de eutanasia e necropsia, sendo o material bioldgico
desses animais encaminhado ao Laboratério de Protozoologia da UFSC.
Até o fechamento dos dados para este estudo (Figura 11), os respectivos
proprietarios dos demais cdes vivos aguardavam a tramitacdo do exame
de contraprova ou haviam assinado o Termo de Responsabilidade para a
Recusa de Eutanasia, por ndo concordarem com as medidas sanitarias
recomendadas pelo 6rgédo oficial de salde publica, o que desencadeou a
abertura de um processo administrativo sanitario no &mbito da Vigilancia
Sanitéria e Ambiental do municipio de Floriandpolis, SC.
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Figura 11. Numero de cdes sororreagentes para Leishmaniose Visceral vivos e
eutanasiados no periodo de julho de 2014 a julho de 2015, em Floriandpolis, SC.
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Conforme a Figura 12, dos 8 cdes com diagndstico sorol6gico
positivo para LVC, cujos proprietarios autorizaram os procedimentos de
eutandsia e necropsia, 4 animais eram oriundos das localidades do Rio
Tavares, 3 do Corrego Grande e 1 da Barra da Lagoa.
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Figura 12. Quantidade por localidade de cdes diagnosticados com LVC e
submetidos ao procedimento de eutanasia, em Floriandpolis, SC, no periodo de
julho de 2014 a julho de 2015.
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Dos 8 cées positivos eutanasiados, 4 eram assintomaticos, 3 foram
considerados oligossintomaticos e apenas 1 tinha os sintomas clinicos
caracteristicos da LVC (Figura 13). Durante os procedimentos de
necropsia e coleta de material biol6gico foi observado que 100% dos
animais eutanasiados apresentavam hepatomegalia e esplenomegalia
(Figura 14).
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Figura 13. Comparacdo dos cdes com LVC eutanasiados de acordo com a
classificagdo de sintomatologia e achados de necropsia, em Florianépolis, SC, no
periodo de julho de 2014 a julho de 2015.
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Figura 14. Esplenomegalia e lesbes no bago observadas durante necropsia
realizada em céo assintomatico com diagndstico sorolégico positivo para LVC,
em Florianépolis, SC, no periodo de julho de 2014 a julho de 2015.

52 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO E TECNICA:S
MOLECULARES DE PCR-RFLP E HIBRIDIZACAO
RATIFICAM O DIAGNOSTICO SOROLOGICO.

Dos 8 cdes positivos no diagnostico sorologico, 100%
apresentaram a confirmacéo nos métodos parasitoldgico e molecular.

A Figura 15 evidencia a confirmacdo de LVC no exame
parasitologico direto sob microscopia, em imprinting de figado de um céo
assintomatico com diagndstico soroldgico positivo. Observa-se a
presenca de formas amastigotas arredondadas, com nucleo e cinetoplasto,
inclusas em células do sistema fagocitico mononuclear.
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Figura 15. Imprinting de figado corado pelo Giemsa de céo assintoméatico com
diagndstico soroldgico positivo para LVC. (A) Presenca de formas amastigotas
arredondadas, com nucleo e cinetoplasto, livres e no interior de células do sistema
fagocitico mononuclear. Dimenséo do corte histoldgico de 10 pm.

-

A Figura 16 representa os resultados de PCR-RFLP do fragmento
de 120 pb da regido repetitiva do minicirculo de k-DNA de Leishmania
digerido com as enzimas de restricdo Haelll e Aval. As amostras que
correspondem a L. (L.) infantum apresentaram fragmentos de 120, 80 e
40 pb ou 60 pb.
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Figura 16. Gel de poliacrilamida 10% corado pelo brometo de etidio,
representativo da PCR-RFLP do fragmento de 120 pb de Leishmania isoladas de
8 cdes com diagndstico soroldgico positivo para LVC no periodo de julho de 2014
a julho de 2015.

Amplificagio por PCR da regido
conservada de municirculos de KDNA

Digestio por dval

A - As amostras isoladas de cées estdo representadas pelos nimeros 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8 e as amostras controle por LA= L. amazonensis; LB= L. braziliensis; LC=
L. infantum e CN= controle negativo. Digestdo pela enzima de restricdo Hae IlI;
B - As mesmas amostras digeridas com a enzima Aval.

Para confirmac&o especifica, os produtos amplificados de 120 pb
da regido repetitiva do minicirculo foram hibridizados com sondas
espécie-especifica e todas as amostras isoladas de cdes no presente estudo
apresentaram hibridizacdo com a sonda de L. infantum (Fig. 17).
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Figura 17. Técnica molecular de Hibridizacdo espécie especifica para confirmar
a presenga de L. infantum nas amostras isoladas de 8 cées com diagnostico
sorolégico positivo para LVC no periodo de julho de 2014 a julho de 2015.
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A = Gel de agarose 1% corado pelo brometo de etidio, representativo da
amplificacdo do fragmento de 120 pb de Leishmania amazonensis (LA), L.
braziliensis (LB), L. infantum (LI), 8 isolados de cdes Controle Negativo (CN);
B = Hibridizag¢do do fragmento amplificado com a sonda de L. infantum. C =
Hibridizacdo do fragmento amplificado com a sonda de L. braziliensis. D =
Hibridizag&o do fragmento amplificado com a sonda de L. amazonensis.
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6 DISCUSSAO

Este estudo surgiu a partir da necessidade de investigacdo
epidemioldgica de leishmaniose visceral canina (LVC) em novas
localidades no municipio de Floriandpolis, SC, adjacentes as areas com
registros oficiais de casos dessa zoonose e que nao estavam incluidas no
monitoramento realizado no Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (PVC-LV), coordenado pelo Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ) da capital do estado de Santa Catarina. Apés a
consolidagdo dos resultados deste trabalho, os dados foram
compartilhados com o CCZ e integrados ao banco de dados informatizado
da instituicdo, permitindo assim 0 monitoramento de animais nestas areas
e a recuperacao de informacOes para estudos futuros.

Os resultados encontrados demonstram claramente a expansao da
enzootia canina em Floriandpolis, onde a confirmacdo de 19 animais
positivos dentre os 567 cdes submetidos ao inquérito soroldgico revelou
uma incidéncia de 3,35%.

A prevaléncia global da LV C foi 2,38% no periodo de 2010 a 2015,
incluindo os resultados deste estudo (CCZ, 2015). Apesar do aumento do
registro de casos autoctones de LVC, a prevaléncia dessa zoonose em
Floriandpolis ainda é baixa quando comparada aos indicadores em areas
historicamente endémicas. Em Dourados, Mato Grosso do Sul,
Marcondes et al. (2012) encontraram uma prevaléncia de 5,94% de LVC
entre 505 amostras submetidas ao diagndéstico soroldgico.

Em Cuiab4, capital do estado de Mato Grosso, De Almeida,
Mendonca e Franco (2010) identificaram, em 2010, a prevaléncia de
37,3% para LVC dentre 150 cées investigados em inquérito sorolégico, e
alertaram sobre a importancia de realizar inquéritos epidemiolégicos mais
abrangentes para mensurar a dispersdo da doenga pelo municipio e
subsidiar agdes de prevencao e controle mais efetivas.

Em estudo retrospectivo descritivo com base nos dados do CCZ de
Brasilia/DF, no periodo de outubro a novembro de 2013 a prevaléncia de
LVC foi 9,19%, sendo a maior parte dos casos registrados nas cidades de
Sobradinho e Lago Norte, onde o desmatamento foi considerado um fator
de risco para 0 aumento de casos da doenca (HERENIO; FORTES;
RINCON, 2014).

Em Juatuba, cidade mineira localizada a 50 km da capital Belo
Horizonte, Borges et al. (2014) mensuraram a prevaléncia para LVC para
auxiliar nas agdes de vigilancia e controle da LV no municipio e o
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resultado encontrado foi de 10,6%, considerado elevado, porém esperado,
tendo em vista o progressivo processo de urbanizacdo na cidade.

No estado do Rio Grande do Sul, que era considerado indene para
LV até 2008, a prevaléncia entre os anos de 2009 e 2010 foi de 22,5% no
municipio de S&o Borja, area de fronteira com a Argentina e onde foram
registrados os primeiros casos autéctones de LVC da regido Sul
(TARTAROTTI et al., 2011).

No extremo oeste de Santa Catarina, nas divisas com a Argentina
e com o estado do Parana, nas cidades de Sdo Miguel do Oeste e
Descanso, Maziero et al. (2014) relatou um estudo desenvolvido com cées
residentes tanto na area rural como na area urbana das cidades citadas,
onde 48 cdes (19%) foram diagnosticados positivos para leishmaniose
visceral por técnicas sorologicas e moleculares, dentre 252 cdes
avaliados.

A identificacdo de cées positivos para LVC em novas localidades
de Floriandpolis aponta que a vigilancia ativa, por meio de inquéritos
sorologicos realizados em areas de foco, ndo tem sido suficiente para
detectar precocemente animais positivos na cidade. Um dos fatores que
pode estar associado a essa condicdo é o baixo indice de notificacdes da
suspeita clinica de LVC em cdes atendidos nos estabelecimentos
veterindrios de Floriandpolis. Dados obtidos a partir de relatdrios
elaborados pelo CCZ (2015) demonstram que apenas 17% dos casos de
LVC confirmados oficialmente no municipio foram provenientes de
notificacGes de médicos veterinérios da iniciativa privada. No periodo de
2010 a 2015 foram apenas 35 notificagbes, um nlimero considerado muito
baixo e que ndo reflete a atual situacdo epidemiolégica da LVC em
Floriandpolis (CCZ, 2015).

Um dos motivos do baixo nimero de notificagcdes de suspeita de
LVC em Floriandpolis pode estar relacionado ao déficit de conhecimento
dos profissionais médicos veterinarios em identificar os sintomas da
doenca nos cdes. Em um estudo desenvolvido por Camargo e Bondan
(2015), com o objetivo de avaliar o conhecimento dos médicos
veterinarios sobre LV C e as orientacdes repassadas por estes a populacéo,
foi aplicado um questiondrio de forma voluntaria a 40 médicos
veterinarios que prestavam atendimento em 36 clinicas veterinarias do
municipio de Cotia, SP, no periodo de marco a julho de 2010. Apoés a
analise das informacGes obtidas, observou-se que os principais sinais
clinicos de LVC eram conhecidos por apenas 37,5% (15/40) dos
profissionais entrevistados e 62,5% (25/40) orientavam sistematicamente
acerca das medidas de prevencdo da LV a todos os seus clientes. Apesar
da maioria dos entrevistados ter conhecimento sobre as medidas de
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prevencdo, a minoria dos profissionais soube identificar corretamente os
sintomas de um cdo com LVC, o que dificulta a suspeita clinica dessa
zoonose e consequentemente na notificagdo aos 6rgdos de satde publica.

Em Floriandpolis, SC, Meditsch (2006) constatou na Ultima década
gue a maior parte dos médicos veterinarios informa ao cliente sobre
zoonoses apenas em situagOes especificas e ndo percebe as zoonoses
como um problema de saude publica, mas sim como uma enfermidade,
em todos os seus aspectos clinicos. A visdo restrita dos profissionais
relacionada a satide animal, em detrimento da coletividade compromete a
efetividade dos programas de saude publica, em decorréncia da falta de
conexdo entre iniciativa privada e poder publico na promocgéo de acbes
integradas para vigilancia e controle da leishmaniose visceral.

Nesse sentido, é fundamental a proatividade dos médicos
veterindrios na atencdo aos casos suspeitos de LVC, sendo necesséria a
constante atualizacdo sobre a doencga, a observancia na legislagéo sobre a
obrigatoriedade da notificagdo e as recomendacdes sanitarias, de forma a
atender aos preceitos de sadde publica (FOGANHOLLI; ZAPPA, 2011).
Ainda, cabe aos médicos veterinarios o protagonismo na promocao da
Satde Unica, orientando e esclarecendo a populagdo para garantir a
compreensdo e a mobilizacdo da comunidade no desenvolvimento de
acOes de vigilancia e controle dessa complexa zoonose, nos seus diversos
aspectos.

O protocolo oficial de diagndstico adotado pelo Ministério da
Saude (MS) busca rapidez, praticidade e qualidade, com o objetivo de
detectar com precocidade a presenca de reservatdrios caninos em areas de
transmissao de leishmaniose visceral. O diagnostico rapido e preciso em
cdes com LVC é fundamental para retirar animais infectados da area e
interromper o ciclo de transmissdo dessa zoonose, de forma a prevenir
casos humanos da doenca (SILVA et al., 2004).

A aplicacdo das técnicas imunocromatograficas contribuiu
significativamente na melhoria e praticidade do diagndstico realizado em
campo. O teste rapido DPP®-LVC, imunocromatografico, como opcéo de
triagem, associado ao ensaio imunoenzimatico (ELISA), como exame
confirmatério, reduziu a quantidade de resultados indeterminados quando
comparado ao protocolo anterior. Até 2011, a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) era a metodologia empregada pelo
MS na confirmag&o de casos positivos de LV C, apds triagem pelo ELISA.
Contudo, a RIFI apresentava reagfes cruzadas principalmente com
leishmaniose tegumentar americana (LTA) e tripanossomiase americana
(FARIA, 2012), o que gerava grandes desconfiangas por parte dos
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médicos veterinarios e dos proprietarios dos animais (ALVES;
BEVILACQUA, 2004).

A efetividade do TR DPP® LVC Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, que
associa dois antigenos recombinantes (rK39 e rK26) é satisfatéria, mas
ainda necessita ser aperfeicoada. Apresenta elevada sensibilidade apenas
em cdes sintomaticos (98%), visto que é menor (47%) nos assintomaticos
(GRIMALDI et al.,, 2012a), sendo recomendada a insercdo de mais
antigenos no teste imunocromatografico para que a deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania seja mais eficaz na fase inicial ou
assintomatica da doenca. Nao obstante, bons resultados nos parametros
de especificidade e sensibilidade do TR DPP® LVC foram encontrados
por Leandro Junior (2014) no diagndstico da zoonose tanto para cées
sintomaticos quanto assintomaticos, quando as especificidades
apresentadas foram, respectivamente, de 89,58% e 92,31% e,
especificidade de 95,06% para ambos 0s grupos.

A confirmacdo do diagndstico sorolégico por ELISA Bio-
manguinhos/Fiocruz confere melhor sensibilidade e especificidade, pela
utilizacdo de antigenos recombinantes ou purificados, especificos do
género Leishmania e pela sua metodologia automatizada (EDRISSIAN et
al., 2003).

As proteinas recombinantes e os peptideos sintéticos baseados em
genes de Leishmania surgiram como alvos promissores para o diagnéstico
sorologico, em decorréncia da sensibilidade e especificidade elevadas e
do potencial de padronizagdo do diagndstico. Estudos tém demonstrado
elevada antigenicidade em relagdo a proteina recombinante Cathepsin-L
e um epitopo linear de célula B predito nesta proteina (MENEZES-
SOUZA et al.,, 2015) e na expressdo de peptideos sintéticos em
bacteri6fagos M13 (TOLEDO-MACHADO et al., 2015), demonstrando
perspectivas no uso desses antigenos no sorodiagnostico da LVC.

Neste estudo, os métodos parasitoldgicos e moleculares
confirmaram em 100% o diagnostico soroldgico dos cdes positivos
submetidos ao procedimento de eutandsia, 0 que demonstra claramente a
efetividade das técnicas soroldgicas propostas pelo MS. Na rotina da
pratica clinica nos estabelecimentos veterindrios, o diagnostico
parasitolégico pode ser utilizado como uma ferramenta importante na
deteccdo de casos de LVC, a partir da puncdo de medula 6ssea, por
exemplo. Entretanto, por ser um procedimento invasivo e que requer
experiéncia na sua aplicagdo, nem sempre € utilizado pelos profissionais.
Embora, o padrdo adotado pelo MS seja a sorologia, o diagnéstico
parasitolégico permanece como padréo ouro quanto as leishmanioses em
virtude de sua elevada especificidade (ROMERO et al., 2009).
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Contudo ressalta-se que, apesar da especificidade de 100%, o
diagnostico parasitoldgico confere uma sensibilidade que varia segundo
0 tipo de tecido, podendo gerar resultados falsos negativos. Esse gap no
diagndstico geralmente acontece quando ha um ndmero reduzido de
parasitos nas amostras, principalmente em cées assintomaticos (FARIA,;
DE ANDRADE, 2012). Outro fator que condiciona o resultado é a
qualidade da amostra (imprinting), a coloracdo, a qualidade do
microscopio e sobretudo a experiéncia do examinador. Em estudo anterior
realizado em 11 c8es do municipio de Florianépolis, o exame
parasitolégico foi positivo em todas as amostras de medula dssea, em 54%
das amostras de figado e bago, em 45% amostras de linfonodo e em 91%
das amostras de pele (STEINDEL et al., 2013). Estes resultados mostram
gue a distribuicdo do parasito nos 6rgdos é heterogénea e que para o
diagnostico parasitologico diferentes tecidos devem ser incluidos para
reduzir a taxa de resultados falso negativos.

Nos ultimos anos diversas técnicas de biologia molecular
fundamentadas na PCR tém sido desenvolvidas e tém como alvo o DNA
do cinetoplasto (KDNA), microssatélites, sequéncias gendmicas
repetitivas ou RNA ribossomal (FLOETER-WINTER; SHAW, 2004). A
PCR-RFLP tem sido amplamente utilizada no diagndstico da LVC pela
elevada sensibilidade e reprodutibilidade. Essa metodologia consiste na
clivagem por endonucleases em sitios especificos da molécula de KDNA,
formando perfis de restricdo caracteristicos para deteccéo e identificacdo
de Leishmania (VOLPINI et al., 2004; ROMERO et al., 2009).

Os métodos moleculares ndo s6 contribuem para o diagndstico da
Leishmaniose como tém otimizado a compreensao do complexo ciclo da
doenca, tanto nos aspectos relacionados & infeccdo nos reservatorios
silvestres e domésticos, quanto na detec¢do e identificacdo do parasito em
hospedeiros invertebrados (SILVA; GONTIJO; MELO, 2005).
Entretanto, as técnicas de biologia molecular ainda sdo relativamente
demoradas e de alto custo e, o que inviabiliza a propagacdo desse método
para inquéritos sorologicos em areas endémicas (FARIA; DE
ANDRADE, 2012).

Em Floriandpolis, quando foram confirmados os primeiros casos
autoctones de LVC, estudos especificos contribuiram para a identificagéo
de L. infantum / L. chagasi nos cdes infectados. Figueiredo et al. (2012)
confirmaram a presenca de L. chagasi em 2 cées residentes do distrito da
Lagoa da Conceicdo, por meio do perfil eletroforético de isoenzimas.
Também no primeiro surto autoctone de LVC, apds o cultivo e o
isolamento de culturas de Leishmania sp., obtidas a partir de amostras de
medula Ossea, figado, baco e linfonodos de cédes sorologicamente
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reagentes para LVC em Florianépolis, Steindel et al. (2013) confirmaram
a infeccdo por L. infantum utilizando as técnicas de PCR-RFLP e
Hibridizagé&o.

No presente trabalho, as 8 amostras, provenientes dos cées
positivos submetidos aos procedimentos de eutanasia e necropsia, foram
identificadas como L. infantum, mediante as técnicas de PCR-RFLP e
Hibridizagdo. A confirmacdo de L. infantum em amostras bioldgicas de
cdes infectados e residentes de localidades que até entdo ndo haviam sido
investigadas torna evidente a persisténcia do ciclo bioldgico da LV em
Florianépolis, bem como mostra a expansdo da enzootia canina no
municipio.

Novas pesquisas para investigar as caracteristicas genéticas das
amostras de L. infantum identificadas nesse estudo epidemiolégico sdo
recomendadas, com o propdésito de obter informacOes sobre a possivel
origem dos parasitos em Floriandpolis e facilitar a compreensdo do
complexo ciclo biolégico da LVC estabelecido no municipio,
principalmente no que se refere aos hospedeiros invertebrados, haja vista
gue o conhecimento sobre os vetores responsaveis pela transmissdo da
LVC ainda néo esté consolidado.

No monitoramento entomoldgico coordenado pela Diretoria de
Vigilancia Epidemioldgica de Santa Catarina (DIVE-SC) ndo foram
encontradas as espécies de vetores incriminadas como transmissoras
classicas da LV no Brasil, Lu. longipalpis e Lu. cruzi (MS, 2006). Dias et
al. (2013) identificaram em Florian6polis, a infec¢do de L. infantum em
Lu. neivai, flebotomineo com caracteristicas silvestres, associado
frequentemente a transmissdo de casos de leishmaniose tegumentar
americana (LTA). Saraiva et al. (2009) também encontrou resultado
semelhante em uma &rea urbana de Minas Gerais, onde ndo havia registro
de casos de leishmaniose visceral humana, nem dados sobre LVC. Estudo
anterior em um foco de leishmaniose tegumentar no municipio de
Balneério Picarras na regido litoral norte do estado de Santa Catarina,
mostrou a infeccdo natural de Lu. neivai por L. braziliensis
(MARCONDES et al. 2009).

Os casos de leishmaniose visceral canina identificados neste
trabalho estdo relacionados a animais domiciliados ou semidomiciliados,
residentes em dareas urbanizadas, porém no interior ou proximas a
vegetacdo de mata atlantica, contiguas a regido hidrogréafica da Lagoa da
Conceicéo, onde a enzootia canina esti bem estabelecida. A existéncia de
moradias dentro ou préximas a mata, e presenca do reservatério canino
contribuem para a manutenc¢&o do ciclo epidemioldgico da LV no habitat
dos provaveis vetores, o que implica em prevaléncia da LVC e iminente
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risco a salde publica. A ocupagdo desordenada do solo, associada ao
desmatamento levantam a questdo da necessidade de repensar politicas
publicas integradas, que contemplem um processo de urbanizacdo
conduzido de forma sustentavel e alinhado ao Plano Diretor do municipio.

No Brasil, 0 PVC-LV é fundamentado em trés pilares: precocidade
no diagnostico e tratamento de casos humanos, controle vetorial em areas
de transmissdo e eliminacdo do reservatdrio canino (MS, 2006). O
impacto da eutanasia de ces diagnosticados com LVC tem sido discutido
por se mostrar laborioso e de efetividade duvidosa (GONTIJO; MELO,
2004). A eliminacdo dos reservatdrios caninos como Unica forma de
combate ¢ ineficaz, sendo necesséria a ado¢do de medidas integradas de
prevencdo e controle da enfermidade (DESJEUX, 2004). Ainda, a rapida
reposicdo de cdes em areas de transmissdo denota a ineficacia das agdes
de educacdo em saude para controle da zoonose. (DANTAS-TORRES;
BRANDAO-FILHO, 2006). Por outro lado, a auséncia de estudos de
relevancia que comprovem a cura parasitaria em cdes com LVC
corroboram a auséncia de medicamentos registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para essa finalidade. A
utilizacdo de drogas sem registro no MAPA ou de uso humano para tratar
cdes com LVC é proibido (MS, 2008; CFMV, 2016). A OMS recomenda
gue os medicamentos destinados ao tratamento de doencas humanas ndo
devem ser usados para tratar cdes com leishmaniose, em decorréncia da
baixa eficacia leishmanicida neste hospedeiro e o potencial para
promover a resisténcia do parasito (WHO, 2009).

Em um estudo desenvolvido por Manna et al. (2008) com o
objetivo de avaliar a eficacia dos medicamentos miltefosina e alopurinol
para o controle da LV humana, utilizando o cdo como um modelo, os
resultados obtidos mostraram a ineficacia do protocolo terapéutico em
promover a cura parasitaria de cdes com LVC, que embora tenham
apresentado reducdo da carga parasitaria, permaneceram na condicdo de
reservatorio, como fonte de infeccéo para o vetor.

Ikeda-Garcia et al. (2010) desenvolveram um estudo similar para
verificar a ocorréncia de recidivas da LVC e a persisténcia da infeccdo
apos a terapia com medicamentos leishmanicidas. Os resultados obtidos
permitiram concluir que o tratamento promove a cura clinica, todavia ndo
elimina completamente os parasitos e, assim, 0s cdes permanecem como
potenciais fontes de infeccdo para os flebotomineos.

As divergéncias sobre a autorizacdo do tratamento dos cdes com
LVC na Europa e a eutanasia dos animais no Brasil sdo pautas constantes
de debates. Donato et al. (2013) afirmam que no continente europeu a
LVC é um problema veterindrio e ndo de salde publica e o
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recrudescimento da enfermidade no mediterrdneo estd relacionado
majoritariamente ao acréscimo no nimero de individuos com coinfeccéo
HIV/Leishmania e a transmissdo por compartilhamento de agulhas entre
usuarios de drogas (READY et al., 2010).

Segundo a andlise desenvolvida pelo MS, 50% dos municipios que
eram considerados como transmissdo intensa ou moderada em 2004,
tornaram-se sem transmiss@o ou de transmissdo esporadica, no ano de
2012. Tal fato mostra que ocorreu uma reducdo significativa na
guantidade de casos da doenca em municipios onde sdo preconizadas as
acles de controle quimico de vetores, eutanasia de cdes por meio de
inquéritos soroldgicos, manejo ambiental e educagdo em sadde.
(DONATO, et al., 2013).

Neste estudo, o percentual de cées sororreagentes para LVC que
foram submetidos ao procedimento de eutanasia correspondeu a apenas
42% (8/19). A manutencdo de reservatorios domesticos em areas de
transmissdo provoca dispersdo da LVC e compromete a efetividade das
acOes referentes ao PVC-LV que sdo desenvolvidas no municipio. As
dificuldades relacionadas ao cumprimento da recomendagdo sanitaria de
eliminac&o de cdes sororreagentes podem estar relacionadas ao descrédito
na eficAcia dessa medida como forma de controle, a falta de
conscientizacdo da maioria da populagdo sobre o0s impactos na salde
publica, & deficiéncia de padronizac¢do no diagnéstico, a intensidade dos
esforcos necessarios para eliminacdo dos cdes, a rapida reposicdo de
animais, ao tratamento clandestino de caes infectados, ou a simples recusa
dos proprietarios em entregar seus animais, que sao estimados em muitos
lares como membros da familia (COSTA, 2011).

Donato et al. (2013) destaca que outro aspecto importante que
provoca dispersdo da LVC refere-se a pratica adotada por alguns
proprietarios de transferir seus cdes infectados por L. infantum para areas
ndo endémicas, com o intuito de burlar a metodologia de controle e evitar
a eutanasia de seus animais. Com isso, a inser¢do de cdes com LVC em
areas até entdo indenes e que tenham a presenca do vetor coloca em risco
a populacéo residente.

Nesse sentido, a adocdo de estratégias especificas por parte do
poder publico poderia impedir esse tipo de dispersdo, como: a
intensificacdo do controle do transito de cdes de areas endémicas,
implementacédo e padronizagdo do diagnostico soroldgico obrigatério e a
reiteracdo da notificacdo compulséria de casos caninos positivos,
especialmente em relacdo aos laboratdrios privados, que recebem e
analisam as amostras de cées suspeitos atendidos nos estabelecimentos
veterinarios do municipio. Somado a isso, a promogao constante de a¢Ges
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de educacdo em saude para sensibilizar proprietarios de cdes e médicos
veterinarios da rede publica e privada contribuiria significativamente na
mitigagdo desse problema (WHO, 2010; COSTA, 2011; FIGUEIREDO
etal., 2012; DONATO et al., 2013).

Embora a enzootia canina em Floriandpolis esteja bem
estabelecida e em expansdo, ndo houve ainda o registro de casos humanos
autoctones de LV. Ha a preocupacdo de estar ocorrendo subnotificacdo
de casos, em decorréncia da baixa sensibilizacdo da rede municipal de
salde na suspeita e confirmacdo de casos de leishmaniose visceral
humana, tendo em vista o desconhecimento do ponto de vista clinico entre
os profissionais da Secretaria Municipal de Satde (SMS) para estabelecer
o diagndstico e o tratamento da leishmaniose e o baixo o nivel de
conhecimento a respeito da situacdo epidemioldgica atual da
leishmaniose em Santa Catarina e em Floriandpolis (FERNANDES,
2013). Nesse sentido, cabe aos gestores da rede a implementacdo de
estratégias de educacdo em salde, com o objetivo de nivelar o
conhecimento sobre leishmaniose entre os profissionais médicos e
enfermeiros da SMS de Florianépolis (FERNANDES, 2013).

Considerando que a doenca nos cdes precede a infeccdo em
humanos (ALVES; BEVILACQUA, 2004; MS, 2006), torna-se
imprescindivel ndo s6 a adocdo de estratégias de controle, mas
principalmente a aplicagdo de medidas preventivas para evitar a
transmissdo da doenca a populacdo humana. A caracteristica reprodutiva
das fémeas dos flebotomineos de fazer a oviposi¢do em matéria organica
em decomposi¢cdo (MARCONDES et al., 2005) requer a implementacdo
de acdes de manejo ambiental, que incluem limpeza de terrenos baldios,
acondicionamento adequado de residuos organicos e limpeza periodica
dos abrigos dos animais domésticos, devendo-se evitar a criagdo de
animais de producdo, como galinhas e suinos em 4areas onde ha
transmissdo da LV (MS, 2006). Ainda, é importante adaptar as
residéncias situadas no habitat do vetor, por meio da protecdo com telas
milimetradas e colocacdo de plantas com poder repelente, como a
citronela.

Por ser uma doenga negligenciada, sdo escassos 0s estudos
voltados a prevencdo e ao controle da LV, especialmente os que séo
relacionados ao desenvolvimento de medicamentos, vacinas e outros
insumos, Vvisto que preveem baixo lucro comercial ao investimento em
pesquisa e inovagdo tecnoldgica, além da propria complexidade bioldgica
da infeccdo (ASSIS et al., 2008).

Atualmente encontra-se disponivel no mercado uma vacina para
prevencdo da Leishmaniose Visceral Canina, a Leish-Tec®, que embora
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ndo esteja ainda aprovada pelo Ministério da Salde e indicada em
programas de salde publica, é recomendada como uma ferramenta
preventiva individual para os cdes, desde que apresentem sorologia
negativa para LVC. A comercializagdo no Brasil de vacinas
antileishmaniose visceral canina para fins de saide publica ainda ndo é
viavel, haja vista que sdo necessarios estudos que comprovem o custo-
efetividade do uso dessas ferramentas na reducdo de casos humanos de
leishmaniose visceral (DONATO et al., 2013).

As coleiras impregnadas com deltametrina a 4% ou 0 uso de
formulagdes tdpicas a base de permetrina sdo uma alternativa promissora
e adicional em proteger os cdes da hematofagia das fémeas dos
flebotomineos. Alguns estudos tém demonstrado a efetividade do uso das
coleiras impregnadas com inseticidas para o controle da leishmaniose
visceral (FOGLIA MANZILLO etal., 2006; COURTENAY et al., 2009).

As estratégias de prevencao e controle da leishmaniose visceral no
Brasil devem ocorrer de forma integrada para que a efetividade esperada
seja alcancada e estdo direcionadas ao diagndstico precoce e tratamento
adequado dos casos humanos, vigilancia do reservatério doméstico e
eutanasia de cées sororreagentes, reducdo da populacao de flebotomineos
por meio de medidas preventivas e de controle quimico e atividades de
educacdo em salde (OPS, 2006).

Um dos grandes desafios para o PVC-LV é o controle da
leishmaniose visceral em areas urbanas, em decorréncia dos fatores
complicadores na implementacdo destas agdes, 0 que suscita a
necessidade de investimentos na area técnico-cientifico, com o objetivo
de aprimorar as medidas de vigilancia e controle da leishmaniose visceral.
Um aspecto adicional que contribui para a manutencao dessa situacao diz
respeito a baixa prioridade recebida por essas doencas no ambito das
politicas e dos servicos de satde (WHO, 2009).

Espera-se que os resultados obtidos neste estudo possam auxiliar o
CCZ de Floriandpolis no real mapeamento da distribuicdo da ocorréncia
de casos em cées, indicando as areas de maior risco e, com isso,
sensibilizar os gestores municipais em unir esforcos no enfrentamento
dessa negligenciada zoonose.
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7 CONCLUSOES

A andlise dos resultados do presente estudo nos permite concluir
que:

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma antropozoonose
endémica, recente e emergente no municipio de Floriandpolis, Santa
Catarina, Sul do Brasil, e a identificagdo continuada de casos autoctones
em cées fornece evidéncias de um ciclo de transmisséo estabelecido;

A confirmacdo de casos caninos autdctones em localidades que
extrapolam as areas de focos investigadas previamente pelo CCZ de
Floriandpolis evidencia a expansdo da LVC no territorio da Ilha de Santa
Catarina.

A possibilidade de subnotificacdo aos érgaos de salde puablica da
suspeita de novos casos dessa enfermidade, por parte dos
estabelecimentos veterinarios tem dificultado a identificacéo precoce em
localidades sem vigilancia ativa.

A vigilancia ativa e a eliminacdo dos reservatérios caninos
possivelmente tém sido insuficientes para conter a expansdo da LVC em
Florianépolis.

As técnicas soroldgicas propostas pelo MS apresentaram elevada
efetividade, pois 100% dos cdes soropositivos encaminhados a UFSC
foram positivos no exame parasitologico e na técnica de PCR-RFLP.

A hibridizacdo com sondas espécie-especificas identificou como
espécie circulante a L. infantum.

Foi possivel ampliar o banco de dados informatizado que permita
a identificacéo da frequéncia de Leishmania sp. na populacdo de cdes em
Floriandpolis e o rastreamento de informacGes por dados cadastrais.

A tipificacdo das espécies realizada junto ao laboratério de
Protozoologia da UFSC é fundamental para a ampliacdo do banco de
dados. A cooperacdo entre 0 poder executivo e a universidade podera
contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas que elucidem a
complexidade do ciclo epidemiolégico e subsidiem a proposicdo de
estratégias de prevencdo e controle mais efetivas.
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ANEXO A — Formulario de Coleta de Amostra Bioldgica para
Diagnostico da LVC. Fonte: CCZ de Floriandpolis, 2015.

PREFEITURA MUNICIPAL DE FLORIANOPOLIS
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE
SISTEMA U AUDE

A
“NICO DE S A
CENTRO DE CONTROLE DE ZOONOSES ENQUETADEIDENTIRCACAG

Formulirio de Coleta de Amostra Biolégica para Diagnéstico da LVC

Data da coleta: N° da Amostra:
N° ficha CCZ (opcional): Céd. Chip (opcional):
Identificacio do Animal
1. Nome do Animal:
2. Raga: 3. Idade:
4.Sexo: Macho( ) Fémea ( ) 5. Porte: Pequeno () Médio( ) Grande( )
6. Pelagem: Curta ( ) Média( ) Loaga( ) 7. Cor Pelagem:
8. Infc Oes Fisicas Adicionais:
9. Tomou vacma para LVC? ( ) Sim_ ( )NZo. ( ) Sem informagio
10. Se Sim: Quando? Quantas Doses?
Identificaciio do Proprietirio ¢ Termo de C i para Coleta e Anilise da Amostra Canina

Declaro que fui informado (a) e que receb: de forma clara e objetiva, todas as explicagdes pertinentes ao
Inquérito Sorolégico para o Diagndstico de Let iose Visceral Canina (LVC) conduzido pelo Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) da Prefei Municipal de Florianopolis (PMF). Declaro também, ter conhecimento
& comp sobre as impli lacionadas a, um possivel itado positivo para LVC.

Sendo assim, autorizo a coleta e andlise do sangue do animal que se

encontra sob minha resp bilidade e propriedad
11. Nome do Proprietario:

12.RG:

13, Enderego:
14. Bairro:
13. Telefone(s) para contato:
16. Local e Data:

17.A

Baseado em: Termo de C it Livre Esclarecido, Mmistério da Saiide, Instituto Nacional do Cincer (INCA). 2003.
Situacdo da Amostra
Primeira Amostra( ) Segunda Amostra( ) ContraProva( ) Outro:

Identificacio da Equipe de Coleta
Coletador: Anotador:

Local de Coleta (caso a colsta ocorra am clinica particular):

Para uso do Laboratério

DatadeEntrada: /[

Resultado:

DpP ELISA
() Nio Reagente ( ) Nio Reagente
( ) Indeterminado ( ) Indeterminado
( )Reagente ( ) Reagente

Imunocromatografia: DO

Situagdo Final da Amostra:

Situagdo Final do Céo:

Meédico Veterinario Responsavel:

Bioguimico Responsavel:

Rod. SC 401, o° 114, CEP 88032-003 | Itacorubi - Florianopolis — SC
Telefone: (48) 3338-9004 / E-mail: zoonosespmfi@gmail.com
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ANEXO B - Termo de Responsabilidade para autorizagédo de
eutanasia. Fonte: CCZ de Floriandpolis, 2015.

SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE
CENTRO DE CONTROLE DE ZOONOSES

I
TERMO DE AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DE EUTANASIA

Ei! PREFEITURA DE FLORIANOPOLIS

Venho por meio desta DECLARAR que, por minha livre e espontdnea iniciativa,
autorizo a EUTANASIA DO ANIMAL DE MINHA PROPRIEDADE abaixo especificado,
a ser realizada por Médico Veterinario conforme a Resolugdo n° 174 de 20 de junho de
2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), nada havendo o que possa
reclamar em qualquer oportunidade.

Igualmente, declaro as especificagdes do animal de minha propriedade. dato e
assino o presente Termo de Responsabilidade de acordo com meu documento de

identificagdo.

Espécie:
Raga:

Sexo:

Pel
¥

Idade:
Nome:

Proprietirio:

Endereco:
RG.:
CPF:
Teleft

(assinatura do proprietario do animal)

TESTEMUNHAS:
1%
2%

Rod. SC 401, 0° 114, C
Telefone: (48) 333
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ANEXO C - Termo de Responsabilidade para recusa de eutanasia.
Fonte: CCZ de Florianopolis, 2015.

PREFEITURA DE FLORIANOPOLIS

! SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

CENTRO DE CONTROLE DE ZOONOSES
TERMO DE RESPONSABILIDADE PARA RECUSA DE EUTANASIA

Venho por meio desta DECLARAR que, RECUSO a entregar o animal de mmnha
propriedade para realizagio de eutandsia, sendo que o mesmo apresentou diagndstico
laboratorial positivo para Leishmaniose Visceral Canina (LVC).

Estou ciente das consequéncias que esta decisdo implica em termos de Saude
Piblica e assumo os riscos das sangdes legais que sobre mim possam ser impostas, caso ndo
reconsidere a minha decisdo em 72 horas.

Igualmente, declaro as especificagdes do animal de minha propriedade, dato e
assino o presente Termo de Responsabilidade de acordo com meu documento de
identificacdo.

Espécie:
Raca:
Sexo:
Pel

Nome:
Idade:

Proprietario:

Endereco:
RG.:
CPF:
T leafe

(assinatura do proprietirio do animal)

TESTEMUNHAS:
1%
2%

Rod. SC

05 | agamki - Flo
E-mail: zoonos




